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Naslov: Mitoticka i mejoticka nestabilnost DMPK ekspanzija sa varijantnim ponovcima

kao geneticki modifikator fenotipa miotoni¢ne distrofije tipa 1
Sazetak:

Miotoni¢na distrofija tip 1 (DM1) je najCes¢a nasledna misi¢na distrofija odraslih osoba i
prac¢ena je multisistemskim simptomima. Uzrokovana je ekspanzijama (povecanjem broja)
CTG ponovaka u genu DMPK, koje se odlikuju mejotickom i mitotickom nestabilnosc¢u sa
teznjom ka daljem povecanju broja ponovaka. DMI je jedna od fenotipski najvarijabilnijih
monogenskih bolesti. Broj CTG ponovaka je glavni faktor koji utice na uzrast pocetka
bolesti i tezinu klinicke slike, a pretpostavlja se da razliciti geneticki, epigeneticki i/ili
sredinski faktori modifikuju njegov efekat. Manje od 5% DML bolesnika poseduje
varijantne ponovke (CCG, CTC, GGC ili CAG) rasute medu CTG ponovcima, i moze
ispoljiti neobi¢ne i blaze simptome, nego Sto se ocekuje na osnovu njihovog broja
ponovaka. Predmet ove doktorske teze bila je geneticka i epigeneticka karakterizacija

varijantnih ponovaka kod DM1 bolesnika i njihov modifikujuci efekat na fenotip.

Varijantni ponovci su detektovani samo na 3’ kraju ekspanzija kod 9 od 243 DM1
bolesnika (3,7%) iz 5 od 174 porodice (2,9%), primenom repeat-primed PCR-a (RP-PCR).
Sangerovim sekvenciranjem RP-PCR proizvoda, CCG ponovci, organizovani kao
pojedinacni, kratki ili dugi perfektni nizovi, ili kao pojedinacni ili pravilni nizovi CCGCTG
heksamera, identifikovani su kod osam bolesnika. Kod preostalog bolesnika, prvi put je
opisana DMPK ekspanzija sa de novo nastalim CTC ponovkom. Pracenjem Cetiri
medugeneracijska prenosenja varijantnih DMPK ekspanzija, primenom longe-range PCR-a
1 Southern blota, zapaZena su stabilna prenoSenja ili kontrakcije (smanjenje broja
ponovaka). KoriS¢enjem podataka iz ove i1 publikovanih studija, pokazano je da se
varijantne DMPK ekspanzije, suprotno €istim (sastavljenim iz perfektnih CTG ponovaka),
medugeneracijski ¢esce stabilno prenose ili kontrahuju, posebno kada je prenosilac majka.
Somatska nestabilnost DMPK ekspanzija kvantifikovana je single-molecule small-pool
PCR-om. Umnozeno je ~5700 alela, sa preko 200 alela po analiziranom uzorku krvi i
bukalnog brisa. Somatska nestabilnost varijantnin DMPK ekspanzija, sli¢no Cistim,
odlikovala se tkivnom specificnos¢u i1 teznjom ka povecanju broja ponovaka tokom zivota
bolesnika. Medutim, matemati€¢kim modelovanjem pokazano je da se varijantne DMPK
ekspanzije karakteriSu nizim nivoom somatske nestabilnosti, koja je pracena manjim

povecanjem broja ponovaka tokom vremena. RP-PCR profili su ukazali na to da su



varijantni ponovci stabilni u ¢elijama krvi tokom vremena i izmedu ¢elija krvi i bukalne
sluznice. Navedeni rezultati pruzaju dokaze da razliCiti tipovi i obrasci varijantnih
ponovaka doprinose stabilnosti DMPK ekspanzija u somatskim i polnim ¢elijama.
Primenom metil-specificnog RP-PCR-a na bisulfitno-konvertovanoj genomskoj DNK i
klasi¢nog RP-PCR-a na genomskoj DNK digeriranoj enzimom Ssil, prvi put je pokazano da
su sami CCG ponovci u DMPK ekspanzijama heterogeno metilovani. Bisulfitnim
sekvenciranjem uocena je i1 heterogena metilacija CpG ostrvaca uzvodno i nizvodno od
ponovaka. Na osnovu zapazanja da relativni stepen metilacije samih CCG ponovaka i
okolnih CpG ostrvaca zavisi od zastupljenosti i obrasca CCG ponovaka, pretpostavljeno je
da se metilacija inicira na samim CCG ponovcima i lokalno Siri na okolna CpG ostrvca.
Neki od bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama odlikovali su se atipi¢nim
simptomima, klinickom prezentacijom koja je pre ukazivala na miotoni¢nu distrofiju tip 2,
kao 1 relativno kasnim uzrastom pocetka bolesti u odnosu na ocekivani prema broju
ponovaka. Matematicko modelovanje je pokazalo da individualno-specificne razlike u
nivou somatske nestabilnosti imaju vec¢i uticaj na uzrast pocetka simptoma kod bolesnika sa
varijantnim ekspanzijama u odnosu na one sa Cistim. Posredno, ovaj rezultat ukazuje na to
da je mehanizam kojim varijantni ponovci doprinose kasnijem ispoljavanju pocetka bolesti

vezan za stabilizaciju DMPK lokusa u somatskim ¢elijama.

Rezultati ove doktorske teze pruZaju dokaze o ulozi varijantnih ponovaka kao
modifikatora DM1 fenotipa, isticu¢i njihovu klinicku relevantnost. Aplikativni znacaj
rezultata bi mogao da se ogleda u doprinosu oko postizanja konsenzusa vezanog za
geneticko savetovanje porodica sa varijantnim ponovcima, adekvatnom regrutovanju
bolesnika za klini¢ke studije i dizajnu novih terapeutika, koji bi efekat DMPK ekspanzija
modifikovali kroz suprimiranje njihove somatske nestabilnosti. Sa druge strane, otkrice
metilacije CCG ponovaka u DMPK ekspanzijama otvara bazi¢na pitanja vezana za ulogu

epigenetickih mehanizama u stabilizaciji DMPK lokusa.

Kljuéne rei: CTG, CCG, ekspanzija, DMPK, miotoni¢na distrofija 1, metilacija DNK,

mejoticka nestabilnost, mitoticka nestabilnost, uzrast pocetka bolesti, varijantni ponovci
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Title: Mitotic and meiotic instability of DMPK expansions with variant repeats as a genetic
modifier of myotonic dystrophy type 1 phenotype

Abstract:

Mitonic dystrophy type 1 (DM1) is the most common inherited muscular dystrophy in
adults, characterized by multisistem features. It is caused by expansions (an increase in the
number) of CTG repeats in the DMPK gene, which are meiotically and mitotically unstable
and tend to expand further. DM1 is phenotypically one of the most variable monogenic
diseases. The number of CTG repeats is the main factor influencing age at onset and
severity of disease. The effect of the causing mutation is assumed to be modified by
different genetic, epigenetic and/or environmental factors. Less than 5% of DM1 patients
carry variant repeats (CCG, CTC, GGC or CAG) scattered among CTG repeats, and they
can express some unusual and milder symptoms than expected based on their number of
repeats. The subject of this doctoral thesis was the genetic and epigenetic characterization
of variant repeats in DM1 patients and their modyfing effect on the phenotype.

Variant repeats were detected only at the 3’ end of expansions in 9 out of 243 DM1
patients (3,7%) from 5 out of 174 families (2,9%), by repeat-primed PCR (RP-PCR).
Sanger sequencing of RP-PCR products identified the CCG repeats in 8 patients, which
were present as individual repeats, short or long pure tracts, or individual or short tracts of
CCGCTG hexamers. In the remaining patient, a DMPK expansion with a de novo CTC
variant repeat has been described for the first time. The analysis of four intergenerational
transmissions of variant DMPK expansions by longe-range PCR and Southern blot showed
stable transmissions or even contractions (a decrease in the number). By combining data
from this and previously published studies, it was shown that variant DMPK expansions, in
contrast to the pure ones (carrying only CTG repeats), were more often stably transmitted
or contracted, particularly when the transmitting parent was mother. Somatic instability of
DMPK expansions was quantified by single-molecule small-pool PCR. A total of ~5700
alleles were amplified, with more than 200 alleles per analyzed blood and buccal swab
sample. The somatic instability of variant DMPK expansions had characteristics similar to
expansions consisting of pure CTG repeats: tissue specificity and a bias toward further
expansions throughout the patient’s life. However, mathematical modeling demonstrated
that variant DMPK expansions were characterized by a lower level of somatic instability,
which was accompanied by the lower expansion size increment in blood cells over time.



RP-PCR profiles indicated that variant repeats were stable at the 3' end of DMPK
expansions in blood and buccal cells, and in blood cells over time. These results provide
evidence that different types and patterns of variant repeats contribute to the stability of
DMPK expansions in somatic and germ cells. Using methyl-specific RP-PCR on a
bisulfite-converted genomic DNA and classical RP-PCR on genomic DNA digested by Ssil
enzyme, it was discovered that variant CCG repeats were heterogeneously methylated
within DMPK expansions. Bisulfite sequencing revealed heterogenic methylation of CpG
islands upstream and downstream of repeat tract. Based on the observation that the relative
degree of methylation of CCG repeats and CpG islands depends on quantity and patterns of
CCG repeats, it is hypothesized that methylation is initiated on CCG repeats and spreads
locally on the surrounding CpG islands. Some patients with variant DMPK expansions
were characterized by atypical symptoms, e.g. clinical presentation indicative of myotonic
dystrophy type 2, as well as relatively later age at onset than expected based on the number
of repeats. Mathematical modeling demonstrated that individual specific differences in the
level of somatic instability had a greater impact on age at onset in patients with variant
expansions compared to those with pure expansions. Indirectly, this result implies that
variant repeats contribute to the later age at onset by the mechanism related to stabilization
of DMPK locus in somatic cells.

Results of this doctoral thesis provide evidence for the role of variant repeats as
modifiers of DM1 phenotype, emphasizing their clinical relevance. The applicative
significance of the results could be reflected in the contribution to reaching a consensus on
genetic counseling for families with variant repeats, adequate recruitment of patients for
clinical studies and the design of new therapies, which would modify the effect of DMPK
expansions by suppressing their somatic instability. On the other hand, the discovery of
methylation of CCG repeats in DMPK expansions opens questions about the role of
epigenetic mechanisms in the stabilization of DMPK locus.

Key words: CTG, CCG, expansion, DMPK, myotonic dystrophy 1, DNA methylation,
meiotic instability, mitotic instability, age at onset, variant repeats

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Molecular Biology
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1. Uvod

Miotoni¢na distrofija tip 1 (DM1, MIM #160900) predstavlja najcesc¢u misi¢nu distrofiju
kod odraslih osoba sa procenjenom klinickom prevalencijom od 1 do 20 obolelih na
100 000 stanovnika u populaciji belaca (P. Harper, 2001). To je autozomno dominantno
oboljenje, multisistemskog karaktera sa simptomima koji ukljucuju: misi¢nu slabost,
miotoniju, kataraktu, poremecaje sr¢anog sprovodenja i ritma, endokrinopatije, kao i
zahvacenost centralnog i perifernog nervnog sistema (P. Harper, 2001; Meola & Cardani,
2015). Upadljiva odlika bolesti je geneticka anticipacija, fenomen da se bolest u sledecoj
generaciji ispoljava ranije sa tezom klinickom prezentacijom (Howeler, Busch, Geraedts,
Niermeijer, & Staal, 1989). DML1 je klinicki opisana pre vise od 100 godina (Steinert,
1909), geneticka anticipacija je zapazena 1918. godine (Fleischer, 1918), dok je geneticka
osnova bolesti otkrivena tek 1992. godine. Uzro¢na mutacija je ekspanzija trinukleotidnih
ponovaka CTG u 3’ netranslatiraju¢em regionu gena DMPK (eng. Dystrophia Myotonica
Protein Kinase, MIM *605377), koji se nalazi na hromozomskom lokusu 19q13.3 (Brook
et al., 1992; Fu et al., 1992; Mahadevan et al., 1992). Dve godine kasnije opisano je
autozomno-dominantno oboljenje koje odlikuju simptomi nalik DM1, ali bez mutacije u
genu DMPK (Ricker et al., 1994; Thornton, Griggs, & Moxley, 1994). Originalno oznac¢ena
kao proksimalna miotoni€na miopatija ili proksimalna miotoni¢na distrofija, nakon
mapiranja uzroéne mutacije na hromozomskom lokusu 3q21.5, ovo oboljenje je nazvano
miotoni¢na distrofija tip 2 (DM2, MIM #602668). DM2 je uzrokovana ekspanzijom
tetranukleotidnih ponovaka CCTG u prvom intronu gena CNBP (eng. CCHC-type Zinc
Finger Nucleic Acid-Binding Protein, MIM *116955) (Liquori et al., 2001). Imajuéi u vidu
prirodu uzro¢nih mutacija, oba oboljenja pripadaju ,,bolestima nestabilnih ekspanzija
ponovaka” (Gatchel & Zoghbi, 2005). DM1 je prvo oboljenje kod kojeg je otkriveno da
mutirani molekul RNK dobija novu, toksi¢énu funkciju (eng. RNA gain-of-function)
(Mankodi et al., 2000; J. Wang et al., 1995), ¢ime je postala paradigma za model
toksi¢nosti molekula RNK u procesima molekularne patogeneze. Glavni mehanizam
molekularne patogeneze DM1 vezuje se za zarobljavanje proteina MBNL na sekundarnim

strukturama mutiranih DMPK RNK, formiranim od strane CUG ponovaka, $to se uocava



kao prisustvo ribonukleoproteinskih fokusa u nukleusima ¢elija DM1 bolesnika (Mankodi
et al.,, 2000). S obzirom na to da su proteini MBNL tkivno-specifi¢ni regulatori
metabolizma RNK, pre svega alternativnog splajsovanja, njihovo funkcionalno
zarobljavanje na mutiranim DMPK RNK rezultuje poremecéajem u obrascu alternativnog
splajsovanja brojnih RNK, vode¢i do opsteg poremecaja u metabolizmu RNK kod DM1
bolesnika.

1.1. Klini¢ke karakteristike miotoni¢ne distrofije tip 1

DML je jedna od fenotipski najvarijabilnijih monogenskih bolesti i u zavisnosti od uzrasta
kada se javljaju prvi simptomi, tezine simptoma i velicine DMPK ekspanzije razlikuju se
kasna, juvenilno-adultna, decja i kongenitalna forma (De Antonio et al., 2016; Harley et al.,
1993; Udd & Krahe, 2012). Iako se svaka forma bolesti odlikuje specificnom klinickom
prezentacijom, ne moze se podvuci apsolutno jasna granica izmedu njih, tako da se pre

moze govoriti o fenotipskom kontinuumu DM1 (Savic Pavicevic et al., 2013).

Juvenilno-adultna forma predstavlja najées¢u formu DMI1 sa uzrastom pocetka
Cega je poznata i kao ,,klasi¢na” forma (P. Harper, 2001; Udd & Krahe, 2012). Tri glavna
simptoma zbog kojth zapocinje dijagnostika kod ovih bolesnika su: miSi¢na slabost,
miotonija i katarakta (Meola & Cardani, 2015; Udd & Krahe, 2012). Misi¢ni simptomi
ukljucuju progresivnu degeneraciju misi¢a koja dovodi do slabosti pretezno distalnih misic¢a
ekstremiteta. Ovi pacijenti imaju poteSkoce u obavljanju zadataka koji zahtevaju preciznost
1 spretnost Saka, uz slabost stopala 1 saplitanje pri hodu. Slabost 1 atrofija miSica lica 1 vrata,
zajedno sa ptozom (spuStenoS¢u kapaka), daju karakteristican miopatski izgled lica.
Miotonija, koja se definiSe kao usporena relaksacija nakon normalne kontrakcije misica,
¢esto je prisutna i prilikom klinickog pregleda i na elektromiografskom zapisu. Najcesce se
javljaju aktivna (usporeno opruzanje prstiju Saka nakon prethodnog stiska Sake u pesnicu) i
perkusiona (perkusijom po tenaru dolazi do adukcije palca uz sporu relaksaciju) miotonija
Saka. Miotonija moZze biti prisutna i kod drugih miSic¢a kao §to su bulbarni, mi$i¢i jezika i

lica, §to dovodi do otezanog govora i poteSko¢a u zvakanju i gutanju (P. Harper, 2001;



Meola & Cardani, 2015). Kod skoro svih bolesnika razvija se zadnja subkapsularna
katarakta, koja se obi¢no javlja u ranijem uzrastu, a moze biti i jedini simptom bolesti.
Prisustvo presenilne katarakte moze biti dovoljan razlog za sumnju na miotoni¢nu distrofiju
(Rakocevic-Stojanovic et al., 2017). Kardioloski simptomi najée$¢e ukljuuju poremecaje
sréanog sprovodenja sa aritmijom i zastojima koji znacajno doprinose mortalitetu ovih
bolesnika (Groh et al., 2008; Peric et al., 2013). Iz tog razloga, adekvatno lecenje
poremecaja u sr¢anom ritmu i sprovodenju je od izuzetnog znacaja u spre¢avanju naprasne
smrti kod ovih osoba (Paunic et al., 2017). Kod DM1 bolesnika su ¢esto narusene i funkcije
endokrinog sistema, usled ¢ega se javlja insulinska rezistencija sa blazom formom
dijabetesa tip 2, kao i hipogonadizam kod muskaraca koji je najcesc¢e uzrocnik steriliteta (P.
Harper, 2001; Peric et al., 2013). Medu simptomima koji zahvataju nervni sistem prisutna
su ostecenja perifernih nerava, neurobihevioralne manifestacije, kao i kognitivno naruSenje
(Meola & Cardani, 2015; Udd & Krahe, 2012). Medu domenima kognitivnih funkcija,
najcesce su zastupljeni poremecaji vizuoprostornih i egzekutivnih funkcija, dok su
naruSenja u memoriji 1 jeziku prisutna kod bolesnika sa tezom klinickom prezentacijom
(Peric et al., 2017). Pokazano je da razli¢iti poremeéaji centralnog nervnog sistema
znacajno uticu na kvalitet zivota ovih bolesnika (Rakocevic-Stojanovic et al., 2014). DM1
bolesnici neretko ispoljavaju smanjenu percepciju sopstvenih simptoma, prekomernu
dnevnu pospanost, a u kasnijem uzrastu i apatiju. Zajedno, ovi simptomi mogu imati za
posledicu nizi nivo obrazovanja, smanjenu profesionalnu aktivnost i 10§ socio-ekonomski

status.

Kongenitalna forma predstavlja najtezu formu DMI1 sa simptomima koji se
ispoljavaju pre rodenja u vidu polihidramniona i smanjenih fetalnih pokreta (P. S. Harper,
1975). Po rodenju, glavni simptomi ukljucuju ozbiljnu op$tu miSi¢nu slabost, hipotoniju,
probleme sa ishranom i disanjem, usled kojih je smrtnost prili¢no visoka u toku prve godine
zivota (Rutherford, Heckmatt, & Dubowitz, 1989). Za razliku od ,.klasi¢ne” forme, miSi¢na
slabost kod kongenitalne forme nije posledica degenerativnih promena, ve¢ razvojnih
oste¢enja (Udd & Krahe, 2012). Kod dece koja prezive neonatalni period dolazi do

postepenog poboljsanja motornih funkcija 1 veéina njih stekne moguénost samostalnog



hoda. Medutim, karakteristi¢na su kaSnjenja u intelektualnom razvoju i ve¢ina bolesnika je
mentalno retardirana. Simptomi koji karakteriSu adultnu formu bolesti, kao S$to su
degenerativni procesi u misi¢ima i klinicka miotonija, mogu se javiti u kasnom detinjstvu i

obi¢no imaju sporiju progresiju. Ovi bolesnici obic¢no razviju ozbiljnije kardiorespiratorne

........

Decja forma DMI1 odlikuje se klinickom prezentacijom pre desete godine zivota
(Yum, Wang, & Kalsotra, 2017). Ova forma je dugo zanemarivana usled pojave simptoma
koji nisu tipi¢ni za misi¢nu distrofiju i naizgled negativne porodi¢ne istorije. Kod obolele
dece se obi¢no ne ispoljavaju miSi¢na slabost i miotonija. Naprotiv, javljaju se kognitivni i
bihevioralni poremecaji, kao §to su poteskoce u uéenju i socijalizaciji u §koli (Echenne et
al., 2008; Steyaert, de Die-Smulders, Fryns, Goossens, & Willekens, 2000). Kao i u slucaju
kongenitalne forme, oboleli od decje forme DM1 mogu ispoljiti slabost distalnih misica i
miotoniju u adolescenciji ili ranoj odrasloj dobi. Takode, dugoro¢nim pracenjem ovih
bolesnika uoc¢eno je postojanje lose prognoze za njihovo aktivno ucesce u drustvu, usled
bihevioralnih, kognitivnih i problema drustvene stigme u ranom detinjstvu (Gagnon et al.,
2017).

Kasna forma DM1 obi¢no se ispoljava nakon Cetrdesete godine zivota (Yum et al.,
2017). Vecina pacijenata razvija samo blage simptome, medu kojima je najéesca katarakta
(Arsenault et al., 2006). Medutim, kod nekih bolesnika dolazi do razvoja blage miSi¢ne
slabosti, dok se miotonija moze detektovati samo na elektromiografskom zapisu. Osobe sa
kasnom formom bolesti obi¢no zive preko 60 godina ili imaju normalan zivotni vek (Turner

& Hilton-Jones, 2010).



1.2. Molekularno-geneti¢ka osnova miotoni¢ne distrofije tip 1

Uzro¢na mutacija kod DMI1 pripada dinami¢nim mutacijama, koje podrazumevaju
nestabilne promene u broju kopija (najces¢e povecanje) jednostavnih ponovljenih sekvenci
u genomu (Richards & Sutherland, 1992). Do danas je otkriveno da dinami¢ne mutacije
leZe u osnovi preko 30 naslednih oboljenja, od kojih vecina zahvata nervni sistem (La
Spada & Taylor, 2010; Paulson, 2018).

Broj CTG ponovaka u genu DMPK je varijabilan u ops$toj populaciji i krece se od 5
do 35, dok je kod DM1 bolesnika u opsegu od 50 do nekoliko hiljada (The International
Myotonic Dystrophy Consortium (IDMC), 2000). Aleli koji poseduju izmedu 35 i 50 CTG
ponovaka obi¢no nisu povezani sa boleS¢u i oznaCavaju se kao premutacije. UopSteno
govoreci, broj ponovaka u mutiranim alelima pokazuje povezanost sa klinickim formama
bolesti (De Antonio et al., 2016; Harley et al., 1993). Najcesce, bolesnici sa kasnom
formom bolesti poseduju male ekspanzije, veli¢ine od 50 do 80 CTG ponovaka, koje se
oznacavaju kao protomutacije (Barcelo, Mahadevan, Tsilfidis, MacKenzie, & Korneluk,
1993). Kao i premutacije, protomutacije pokazuju povecanu nestabilnost ka ekspanzijama,
usled cega njihovi nosioci imaju povecan rizik za dobijanje potomstva sa velikim
ekspanzijama. Bolesnici sa juvenilno-adultnom formom DM1 odlikuju se Sirokim opsegom
veli¢ine mutacije, otprilike od 100 do 1000 ponovaka, dok osobe sa kongenitalnom i
de¢jom formom uglavnom imaju preko 1000 CTG ponovaka (The International Myotonic
Dystrophy Consortium (IDMC), 2000).

Niz CTG ponovaka u genu DMPK nalazi se u okviru CpG ostrva veli¢ine 3,5 kb,
koje ukljucuje dva vezivna mesta za protein CTCF (eng. CCCTC-binding factor), od kojih
se jedno nalazi uzvodno (mesto CTCF1), a drugo nizvodno (mesto CTCF2) u odnosu na
(CTG), niz. Pretpostavljeno je da vezivanje CTCF za ciljna mesta, zajedno sa nizom CTG
ponovaka, ima ulogu insulatora izmedu gena DMPK i nizvodnog gena SIX5 (Filippova et
al., 2001). Kod skoro svih bolesnika sa kongenitalnom formom bolesti zabelezena je
metilacija CpG ostrvaca u regionu uzvodno od ponovaka (Steinbach, Glaser, Vogel, Wolf,

& Schwemmle, 1998), a kod vecine i u nizvodnom regionu (Barbe et al., 2017). Sa druge



strane, kod ostalih DM1 bolesnika nije zabelezena metilacija. l1zuzetak su retki bolesnici sa
juvenilno-adultnom formom bolesti kod kojih je detektovana metilacija CpG ostrvaca

nizvodno od ponovaka (Barbe et al., 2017).
1.2.1. Mejoti¢ka nestabilnost DMPK ekspanzija

Mutirani DMPK aleli odlikuju se mejotickom nestabilnosc¢u, koja je bioloska osnova
fenomena geneticke anticipacije prisutne u DM1 porodicama (Howeler et al., 1989). Pravac
i veli¢ina medugeneracijskih promena u broju ponovaka zavise od veli¢ine ekspanzije i
pola roditelja prenosioca. Ukoliko se prenose sa majke, pre- i protomutacije se nasleduju
stabilno ili sa manjim promenama u broju ponovaka tokom nekoliko generacija (Savic et
al., 2006). Sa druge strane, prilikom prenosenja sa oca, premutacioni DMPK aleli pokazuju
povec¢anu nestabilnost, dostizu¢i velike ekspanzije u narednoj generaciji (Martorell,
Monckton, Sanchez, Lopez De Munain, & Baiget, 2001), dok se protomutacije skoro uvek
odlikuju velikim povec¢anjem u broju ponovaka (Barcelo et al., 1993). Izrazita sklonost pre-
i protomutacija ka daljim ekspanzijama nakon prenoSenja sa oca predstavlja molekularnu
osnovu fenomena da medu bolesnicima sa kasnom formom bolesti u DM1 porodicama
preovladuju muskarci (Brunner, Bruggenwirth, et al., 1993). DMPK ekspanzije sa vise od
100 CTG ponovaka odlikuju se nestabilnim prenoSenjima sa oba pola. Najcesc¢e dolazi do
daljeg povecanja broja ponovaka (Harley et al., 1993; Lavedan et al., 1993), ali se zapazaju
i kontrakcije (Ashizawa et al., 1994; O'Hoy et al., 1993), ili, veoma retko, ¢ak reverzije
(Brunner, Jansen, et al., 1993). Medutim, kao i u sluaju pre- i protomutacija, u
prenoSenjima punih mutacija uocene su odredene razlike u odnosu na pol prenosioca. Na
primer, studija na ~1500 DM1 bolesnika, koji poseduju ekspanziju u opsegu 200-1000
ponovaka, pokazala je da je veéina prenoSenja sa majki (66%) za rezultat imala dalju
ekspanziju, dok je najveci procenat prenosenja sa oca (69%) bio stabilan ili je rezultovao
kontrakcijom (Salehi et al., 2007). Zbog navedenog, najvece ekspanzije, povezane sa
kongenitalnom formom bolesti (od preko 1000 CTG ponovaka), po pravilu se prenose sa
majke (Lavedan et al., 1993; Tsilfidis, MacKenzie, Mettler, Barcelo, & Korneluk, 1992),
iako je opisano i nekoliko slucajeva prenoSenja kongenitalne forme sa oca (Zeesman,

Carson, & Whelan, 2002).



Studije na embrionima i gametima, dobijenim prilikom preimplantacione
dijagnostike, otkrile su znacajna povecanja u broju ponovaka u embrionima zenskih DM1
bolesnika, kao i u njihovim nezrelim i zrelim oocitama, dok kontrakcije nisu zabelezene
(De Temmerman et al., 2004). Sa druge strane, spermatozoe i embrioni dobijeni od muskih
DM1 bolesnika pokazali su znatno manje povecanje ili kontrakcije (De Temmerman et al.,
2004; Martorell et al., 2007).

Nivo nestabilnosti ekspanzija je znacajno veéi u uzorcima sperme u odnosu na
nivoe zabeleZene iz krvi bolesnika (Martorell et al., 2004; Monckton, Wong, Ashizawa, &
Caskey, 1995). Uzorke sperme obolelih muskaraca odlikovala je velika heterogenost u
veli¢ini DMPK  alela, pri ¢emu su distribucije ucestalosti alela bile nagnute ka daljim
ekspanzijama. Najvece promene u duZini zapazene su kod pre- i protomutacionih alela, dok
je najveca ucestalost kontrakcija primecena kod DMPK alela sa punom mutacijom
(Martorell et al., 2004). U svim analiziranim uzorcima sperme nisu primeceni aleli sa viSe

od 1000 CTG ponovaka (Jansen et al., 1994; Monckton et al., 1995).

Tacan vremenski trenutak mejoticke nestabilnosti 1 dalje ostaje nedovoljno
razjasnjen. U ljudskim DM1 oocitama povecanje broja kopija zabeleZeno je pre zavrSetka
mejoze, verovatno tokom premejoticke proliferacije oogonija ili u toku profaze I mejoze
(De Temmerman et al., 2004). U DM1 transgenim misevima, koji poseduju vise od 300
ponovaka u okviru vefeg segmenta ljudskog genoma, ekspanzije su uocene i u
spermatogonijama 1 u spermatozoama, ukazuju¢i na to da su se odigrale na pocetku

spermatogeneze, pre samog pocetka mejoze (Savouret et al., 2004).

Varijabilnost u dinamici nestabilnosti DMPK alela u muskim i zenskim mejozama
dokumentovana je kroz relativno retke slucajeve prenosenja kongenitalne forme bolesti sa
oca (Zeesman et al.,, 2002), kao i retka zapazanja relativno stabilnog prenoSenja ili
kontrakcija velikih DMPK ekspanzija sa majke (Ashizawa et al., 1994; Salehi et al., 2007),
Sto je zapazeno i1 u nasim dosada$njim istrazivanjima. Opisana varijabilnost ukazuje na to
da, pored veli¢ine ekspanzije, dodatni faktori mogu uticati na dinamiku nestabilnosti
DMPK ekspanzije u muskim i zenskim mejozama. Identifikacija takvih faktora je od

posebnog znacaja za adekvatan geneticki savet DM1 porodicama.



1.2.2. Mitoti¢ka nestabilnost DMPK ekspanzija

DMPK ekspanzije odlikuje izrazita mitoticka nestabilnost, koja rezultuje somatskim
mozaicizmom. Somatski mozaicizam je tkivno-specifican, zavisan od uzrasta i sklon daljim
ekspanzijama tokom Zivota bolesnika (Martorell et al., 1998; Monckton et al., 1995; Wong,
Ashizawa, Monckton, Caskey, & Richards, 1995). Pored toga, i ¢elije jednog tkiva odlikuju
se mutiranim DMPK alelima razli¢itih veli¢ina. Izrazen somatski mozaicizam mutiranih
DMPK alela otezava pracenje medugeneracijskih promena u broju CTG ponovaka, jer se
one uglavnom zasnivaju na analizama mutiranin DMPK alela iz ¢elija krvi. S tim u vezi,
promena u veli¢ini ekspanzije prilikom prenoSenja predstavlja rezultat mejoticke
nestabilnosti kod roditelja prenosioca, ali i mitoti¢ke nestabilnosti u ¢elijama krvi roditelja 1

potomaka.

Somatski mozaicizam je zabelezen u svim ispitivanim tkivima DMI1 bolesnika.
Razlika u veli¢ini ekspanzije moze se detektovati jo§ u ranom embrionalnom stadijumu
(Martorell, Johnson, Boucher, & Baiget, 1997; Wobhrle et al., 1995). Ona je primec¢ena kod
fetusa starog 16 nedelja (Martorell et al., 1997) i pretpostavlja se da mozaicizam nastaje na
pocetku drugog tromesecja gestacije (Wohrle et al., 1995). Ovaj period se dovodi u vezu sa
pocetkom ubrzanog rasta fetusa, ukazujuéi na stabilnost ekspanzije tokom stadijuma
diferencijacije u prvom tromesec¢ju. Wohrle et al. (1995) pretpostavljaju da bi se stabilnost
ekspanzije u ovom periodu mogla objasniti veCom tacnoS¢u mehanizama za popravku
oSte¢enja molekula DNK tokom prvog tromesecja, koja se ne moZze odrzati u periodu
ubrzanog rasta. Drugi mogu¢i mehanizam suzbijanja ekspanzije ponovaka tokom faze
diferencijacije mogla bi biti metilacija regiona koji sadrzi CTG ponovke (Wohrle et al.,
1995). U tkivima koja su primarno zahvacena boles¢u, kao $to su skeletni misi¢i i srce,
veli¢ina ekspanzije je mnogo veca u odnosu na perifernu krv (Ashizawa, Dubel, & Harati,
1993; Thornton, Johnson, & Moxley, 1994), dok su najmanje ekspanzije prisutne u kori

prednjeg mozga i talamusu (Jansen et al., 1994).



U okviru jednog tkiva DM1 bolesnika somatski mozaicizam DMPK ekspanzija se
obi¢no zapaza kao difuzni razmaz (eng. smear) na genomskom ili PCR-baziranom
Southern blotu, zbog Cega se veli¢ina ekspanzije najceS¢e procenjuje kao modalni broj
ponovaka. Primena small-poll PCR-a (SP-PCR) omoguéila je razdvajanje ovog
heterogenog razmaza u seriju diskretnih traka koje nastaju umnozavanjem pojedinacnih
mutiranih DMPK alela (Monckton et al., 1995; Wong et al., 1995). SP-PCR podrazumeva
umnozavanje ekspandovanih alela iz viSestrukih malih koli¢ina DNK (eng. small pools) u
opsegu od 0,5 do 200 genomskih ekvivalenata. Proizvodi se razdvajaju agaroznom gel
elektroforezom i detektuju Southern blot hibridizacijom pod uslovima koji dozvoljavaju
identifikaciju pojedinacnih alela (Gomes-Pereira, Bidichandani, & Monckton, 2004). Kao
takva, ova metoda omogucava detaljnu kvantifikaciju stepena varijabilnosti u veli¢ini
ekspanzije u datom uzorku. Kvantifikacija stepena mozaicizma u ¢elijama krvi pokazala je
visok nivo varijabilnosti, pri ¢emu su se distribucije ucestalosti alela karakterisale
nagnutos¢u ka ve¢im duzinama alela i jasnom donjom granicom, ispod koje su pojedinacni
aleli bili retki (Monckton et al., 1995). Kvantifikacija stepena somatskog mozaicizma kod
pojedinacnih DM1 bolesnika ukazala je na ocuvanost donje granice velicine DMPK
ekspanzije izmedu razli¢itih tkiva, zbog Cega je predlozeno da se veli¢ina donje granice
uzima kao mera za veli¢inu progenitornog DMPK alela, odnosno alela koji je nasleden od

roditelja prenosioca (Monckton et al., 1995).

Rezultati matematickog modelovanja somatske nestabilnosti u ¢elijama krvi, na
osnovu podataka za veliki broj mutiranih DMPK alela, ukazuju na to da sklonost ka daljim
ekspanzijama predstavlja kumulativni efekat velikog broja dogadaja ekspanzija 1
kontrakcija, medu kojima su dogadaji ekspanzije ¢es¢i (Higham, 2013). Procene da bi se
mnogi dogadaji ekspanzije i kontrakcije mogli odigravati svakog drugog dana, pre
podrzavaju ulogu sistema za popravku oSte¢enja molekula DNK 1 procesa transkripcije u
somatskoj nestabilnosti, nego procesa replikacije (Higham, 2013). Nagnutost distribucija
ucestalosti alela je u skladu sa zapazanjima da nivo somatske nestabilnosti ekspandovanih
CTG ponovaka zavisi od starosti bolesnika i veli¢ine ekspanzije. U longitudinalnim

studijama, na uzorcima krvi DM1 bolesnika dobijenih iz viSe vremenskih tacaka, pokazano



je da vremenom dolazi do povecanja heterogenosti veli¢ine alela i srednje veliine
ekspanzije (Martorell et al., 1998), ukazujuci na to da je somatska nestabilnost kontinuirana
tokom zivota bolesnika 1 sklona daljim ekspanzijama. Bolesnici sa ve¢im stepenom
nestabilnosti su generalno stariji i sa tezom kliniCkom prezentacijom. Medutim, uzorci
starijih bolesnika sa kasnom formom bolesti obi¢no pokazuju nizak nivo somatske
nestabilnosti, nagovestavajuci time da nestabilnost ekspandovanih alela nije pod uticajem
samo uzrasta bolesnika, ve¢ 1 veliCine ekspanzije. Detaljna kvantifikacija somatske
nestabilnosti, primenom metode SP-PCR-a, na grupi od 136 DM1 bolesnika i izvedeni
modeli linearne regresije pokazali su da se veliki udeo varijabilnosti (89%) u somatskoj
nestabilnosti objasnjava duzinom progenitornog alela i uzrastom bolesnika pri uzorkovanju,
dok je neobjasnjena, meduindividualna varijabilnost nasledna kvantitativna osobina na koju
uti¢u individualno-specifiéni geneticki i sredinski faktori (Morales et al., 2012). Zbog
kontinuirane nagnutosti mitoti¢ke nestabilnosti mutiranih DMPK alela ka poveéanju broja
ponovaka tokom zivota bolesnika, smatra se da se simptomi DM1 klinic¢ki ispoljavaju kada
dovoljan broj ¢elija stekne dovoljno duge ekspanzije, koje uzrokuju disfunkciju na nivou
tkiva (Morales et al., 2012). Dodatno, dalje povecanje veli¢ine ekspanzije tokom Zzivota
bolesnika dovodi se u vezu sa progresijom bolesti (Martorell et al., 1998; Monckton et al.,
1995; Wong et al., 1995).

1.3. Korelacija genotipa i fenotipa kod miotonic¢ne distrofije tip 1

U studijama korelacije genotipa i fenotipa kod DM1 bolesnika uocena je povezanost
velicine DMPK ekspanzije iz ¢elija krvi sa uzrastom pocetka bolesti (Hamshere, Harley,
Harper, Brook, & Brookfield, 1999; Harley et al., 1993; Salehi et al., 2007; Savic et al.,
2002). Korelacije sa specificnim simptomima, kao s§to su misi¢na zahvacenost, sréani
poremecaji, kognitivno ostecenje, miotonija, su dosta slabije ili se ne uocavaju (Marchini et
al., 2000; Merlevede et al., 2002; Modoni et al., 2004; Savic et al., 2002). lako su misi¢i
primarno zahvaceni bolescu, velic¢ina ekspanzije u krvi generalno pokazuje bolju korelaciju
sa tezinom klinicke slike nego ona u misi¢ima (Zatz et al., 1995). Uprkos odsustvu dobrih
genotip-fenotip korelacija, studija na grupi od 2650 bolesnika ukazala je na postojanje

povezanosti izmedu velicine ekspanzije i sveopste klinicke slike (Salehi et al., 2007).
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Jedno od moguc¢ih objasnjenja za nepotpunu genotip-fenotip korelaciju je da, osim
postojanja donjeg praga uzro¢ne mutacije od 50 ponovaka, postoji i gornji prag (150-250
ponovaka), iznad kojeg dalje povecanje velicine ekspanzije ne doprinosi uzrastu pocetka
bolesti (Hamshere et al., 1999; Savic et al., 2002). Za procenjivanje velicine alela u
prethodno navedenim studijama koriséen je Soutern blot sa digeriranom genomskom DNK
(Hamshere et al., 1999), ili PCR-bazirani blot (Savic et al., 2002), na osnovu kojih je
procenjivana prosecna (modalna) velic¢ina ekspanzije. Medutim, ispitivanje genotip-fenotip
korelacija na ovaj nacin je otezano, usled postojanja somatskog mozaicizma DMPK
ekspanzije koji je zavisan od uzrasta bolesnika i sklon daljim ekspanzijama (Martorell et
al.,, 1998). U cilju prevazilazenja ovog problema, primenjena je procena veliine
progenitornog alela metodom SP-PCR. Kao najbolja procena veli¢ine progenitornog alela,
kao §to je ve¢ navedeno, pokazala se oStra donja granica razmaza na blotu koja je o¢uvana
medu tkivima i specificna za pojedinacnog bolesnika (Monckton et al., 1995). Ipak, i
ovakve procene bi trebalo uzimati sa odredenom rezervom, jer postoji mogucnost da su kod
nekih starijih bolesnika sa ve¢im ekspanzijama svi DMPK aleli u ¢elijama mutirali preko
duZine progenitornog alela (Martorell et al., 1998). Koris¢enjem metode SP-PCR iz malog
broja ¢elija, Morales i saradnici (2012) su na grupi od 136 DM1 bolesnika pokazali da je
procenjena duZina progenitornog alela glavni modifikator uzrasta pocetka bolesti 1 da
objasnjava ~64% varijabilnosti. Takode, nije primeceno postojanje praga iznad kojeg
veli¢ina ekspanzije nije doprinela uzrastu pocetka bolesti. Ista studija je pokazala da
meduindividualna varijabilnost u somatskoj nestabilnosti dodatno modifikuje uzrast
pocetka bolesti, tj. bolesnici kod kojih vece ekspanzije brze nastaju imaju raniji pocetak
simptoma (Morales et al., 2012). Iz tog razloga, identifikacija faktora koji doprinose
individualno-specifi¢nim razlikama u nivou somatske nestabilnosti mogla bi doprineti u

boljem razumevanju faktora koji uti¢u na varijabilnost u uzrastu pocetka bolesti.
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1.3.1. Varijantni ponovci u DMPK ekspanzijama

Procenjena veli¢ina progenitornog alela je glavni faktor koji uti¢e na uzrast pocetka bolesti.
Ona objasnjava samo deo ukupne fenotipske varijabilnosti, §to ukazuje na postojanje
dodatnih faktora, genetickih, epigenetickih i/ili sredinskih, koji modifikuju efekat uzrocne
mutacije (Lamar & McNally, 2014). Dosadasnje studije su ukazale na nekoliko mogucih
genetickih modifikatora DM1 fenotipa, uklju¢uju¢i prethodno navedeni nivo somatske
nestabilnosti ekspandovanih CTG ponovaka (Morales et al., 2012), varijante u genima ¢iji
su proizvodi ukljuCeni u sistem za reparaciju pogresnih baznih parova (Morales et al.,

2016), kao i varijante u promotorskom regionu gena MBNL1 (Huin et al., 2013).

Dugo se smatralo da je (CTG), niz u genu DMPK perfektan, kako kod wild type
tako i u ekspandovanim alelima. Jedini izuzetak bio je alel od 37 ponovaka koji je
posedovao CCG prekide u okviru niza heksamera CCGCTG, opisan jos 1995. godine
(Leeflang & Arnheim, 1995). Medutim, pre manje od 10 godina identifikovane su DMPK
ekspanzije koje sadrze prekide u (CTG), nizu, poznate i pod nazivom varijantni ponovci
(Braida et al., 2010; Musova et al., 2009). Od tog otkri¢a pa do danas opisani su CCG,
GGC, CTC 1 CAG prekidi na 3" 1 5’ krajevima DMPK ekspanzija, pri ¢emu su najceSce
detektovani razli¢iti obrasci CCG ponovaka (Botta et al., 2017; Braida et al., 2010; Musova
et al., 2009; Santoro et al., 2013). Ucestalost prekida u DMPK ekspanzijama procenjuje se
na 3-5% kod DML bolesnika iz nekoliko ispitivanih populacija (Botta et al., 2017; Braida et
al., 2010; Musova et al., 2009; Santoro et al., 2013). Iako je najveéi broj klinickih
simptoma kod opisanih bolesnika bio o¢ekivan za DM1 fenotip, neki od njih odlikovali su
se blazim ili atipi¢nim simptomima (Musova et al., 2009), ¢ak i atipi¢nim neuroloskim
fenotipom (Braida et al., 2010), dok kongenitalne forme nisu opisane. Kod odredenih
bolesnika sa prekidima opisan je kasniji uzrast pocetka bolesti, nego $to bi se ocekivalo na
osnovu odgovarajuce veli¢ine DMPK ekspanzije (Botta et al., 2017; Musova et al., 2009).
Ovi nalazi su ukazali na to da bi varijantni ponovci mogli biti geneticki modifikatori DM1

fenotipa, sli¢cno kao kod spinocerebelarne ataksije tip 10 (Matsuura et al., 2006).
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Mehanizmi kojima bi varijantni ponovci mogli modifikovati DM1 fenotip nisu
razjasnjeni. Do sada je pokazano da varijantni ponovci ne uticu na promenu broja i veli¢ine
toksi¢nih nukleusnih RNK fokusa u ¢elijama skeletnih miSi¢a bolesnika (Santoro et al.,
2013). Kod drugih bolesti nestabilnih ponovaka, varijantni ponovci su poznati in cis
modifikatori sa stabiliSu¢im efektom na wild-type alele (Cleary & Pearson, 2003) i
ekspanzije povezane sa SCA8 (Moseley et al., 2000), SCA10 (Matsuura et al., 2006) i
SCAL17 (Gao et al., 2008). 1z tog razloga, jedan od mehanizama kojim prekidi mogu uticati
na efekat uzro¢ne mutacije kod DM1 je geneticka stabilizacija (CTG), niza. Na osnovu
studija koje su ispitivale svega par bolesnika, pretpostavljeno je da bi prekidi mogli uticati
na mutacionu dinamiku DMPK ekspanzija i posledi¢no na fenotipsku ekspresiju DM1
(Braida et al., 2010; Musova et al., 2009). Medutim, ne postoje nedvosmisleni dokazi o
uticaju varijantnih ponovaka na stepen mitoticke nestabilnosti DMPK ekspanzija, dok
njihov uticaj na mutacionu dinamiku tokom vremena nije ispitivan. Takode, ne postoji ni
dovoljan broj ispitanih medugeneracijskih prenosenja ovih alela, na osnovu kojih bi se
mogao izvesti verodostojan zaklju¢ak o njihovom uticaju na mejoticku nestabilnost. Pored
toga, opisana je metilacija CpG ostrvaca nizvodno od DMPK ekspanzija sa CCG
varijantnim ponovcima i pokazano je da ona nema efekta na ekspresiju DMPK i okolnih
gena (Santoro et al., 2015). Nastanak ove metilacije, kao i status metilacije samih CCG
ponovaka u DMPK ekspanzijama nije ispitivan, iako je poznato da su GC bogati ponovci u
nekim ekspanzijama metilovani, kao i da se ta metilacija moze lokalno Siriti na okolne
sekvence. Takve su, na primer, ekspanzije CGG ponovaka u genu FMR1 povezane sa
fragilnim X sindromom (FRAXA) (Oberle et al., 1991) ili ekspanzije G4C2 ponovaka u
genu C90ORF72 povezane sa amiotroficnom lateralnom sklerozom (ALS) i

frontotemporalnom degeneracijom (FTD) (Xi et al., 2015).
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2. Ciljevi

Predmet ove doktorske disertacije je geneticko i epigeneticko ispitivanje varijantnih

ponovaka u DMPK ekspanzijama i njihov efekat kao genetickih modifikatora fenotipa

miotoni¢ne distrofije tip 1. U skladu sa tim, definisani su slede¢i ciljevi:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Pretraziti reprezentativnu 1 klinicki dobro okarakterisanu grupu bolesnika sa
miotoni¢nom distrofijom tip 1, popisanih u Srpskom registru za miotoni¢ne

distrofije, na prisustvo varijantnih ponovaka na 5'i 3' kraju DMPK ekspanzija;

Odrediti geneti¢ku strukturu DMPK ekspanzija kod bolesnika sa identifikovanim

varijantnim ponovcima;

Kroz pra¢enje medugeneracijskih prenosenja DMPK alela u porodicama sa
miotoni¢nom distrofijom tip 1, ispitati uticaj varijantnih ponovaka na mejoticku

nestabilnost DMPK ekspanzija;

Kroz kvantifikaciju somatskog mozaicizma varijantnih DMPK ekspanzija u
¢elijama krvi uzorkovanim u dvema vremenskim tackama i Celijama bukalne
sluznice, okarakterisati tkivnu specificnost i mutacionu dinamiku mitoticke

nestabilnosti varijantnih DMPK alela;

Ispitati da li su varijantni CCG ponovci u DMPK ekspanzijama metilovani, kao i da
li su metilovana CpG ostrvca uzvodno i nizvodno u odnosu na varijantne DMPK

ekspanzije;

Ispitati povezanost varijantnih ponovaka i klini€kih parametara bolesti, prikupljenih
nakon ponovnog klini¢kog ispitivanja svih identifikovanih bolesnika sa varijantnim

DMPK ekspanzijama;

Ispitati da |i postoji veza izmedu efekta varijantnih ponovaka na mitoticku

nestabilnost DMPK ekspanzija i uzrasta pojave prvih simptoma.
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3. Materijal i metode

3.1. Ispitanici

Studija je obuhvatila grupu od 243 bolesnika sa klinicki i molekularno-geneticki
potvrdenom dijagnozom DM1 iz 174 porodice iz Srbije. Analizirani bolesnici su upisani u
Srpski registar za miotoni¢ne distrofije. Uzorci krvi pacijenata prikupljani su u saradnji sa
Klinikom za neurologiju Klini¢kog centra Srbije u periodu od 1997. do 2017. godine. Od
svakog bolesnika uzeto je do 5 ml pune periferne krvi u vakutanerima sa natrijum citratom
ili EDTA kao antikoagulansom. Uzorci su ¢uvani na temperaturi od 4°C do izolovanja
DNK, a potom na temperaturi od -20°C. Dijagnoza DM1 je postavljena na osnovu tipi¢ne
klinicke slike, elektromiografskih nalaza i geneticke analize. Geneticka potvrda klinicke
dijagnoze DM1 vrsena je ili long-range PCR-baziranim Southern blotom (Savic et al.,
2002) ili metodom repeat-primed PCR-a (Radvansky, Ficek, Minarik, Palffy, & Kadasi,
2011). Dijagnoza DM2 je isklju¢ena kod svih bolesnika metodom repeat-primed PCR-a
(Radvansky, Ficek, & Kadasi, 2011).

Svi bolesnici kod kojih je utvrdeno prisustvo varijantnih ponovaka prosli su dodatno
klini¢ko ispitivanje na Klinici za neurologiju Klini¢kog centra Srbije, koje je obuhvatalo
neuroloski i oftalmoloski pregled, laboratorijske analize, kardioloski pregled sa elektro- i
ehokardiografijom, spirometriju 1 procenu opSteg kognitivnog statusa. Snaga najslabijih
misica ruku i nogu ocenjivana je od 0 do 5 koris¢enjem skale MRC (eng. Medical Research
Council). Opsti kognitivni status je ispitivan upotrebom baterije testova ACE-R (eng.
Addenbrooke’s Cognitive Examination-Revised), pri ¢emu je ukupan rezultat nizi od 82
smatran patoloskim (Mioshi, Dawson, Mitchell, Arnold, & Hodges, 2006). Kod sedam
bolesnika (DF1-1, DF1-2, DF1-3, DF2-1, DF3-1, DF5-2 i DF5-3) nakon odredenog
vremena ponovo je uzorkovana krv, dok su od pet bolesnika (DF1-1, DF1-2, DF1-3, DF5-2
I DF5-3) uzeti i uzorci brisa bukalne sluznice. Kod svih bolesnika koji su uzorkovani u
drugoj vremenskoj tacki, izvrSena je nova klini¢ka evaluacija u cilju pracenja toka bolesti i
ispitivanja njene povezanosti sa vremenskom dinamikom mitoticke nestabilnosti

varijantnih DMPK ekspanzija u ¢elijama Krvi.
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Nakon detaljnog uvida u ciljeve istrazivanja, svi ispitanici dali su svoju saglasnost
za dobrovoljno uceSée u ovoj studiji. Studija je odobrena od strane Etickog komiteta
Klini¢kog centra Srbije u Beogradu (Odluka broj 339/5) (Prilog 8.1) i izvrSena je u skladu

sa etiCkim principima Helsinske deklaracije iz 1964. godine.

U cilju ispitivanja dinamike mitoticke nestabilnosti, Cetiri bolesnika sa perfektnim
CTG ponovcima u DMPK ekspanzijama predstavljala su kontrolnu grupu. Jedna od njih
bila je sestra (DF5-3) bolesnice kod koje je identifikovana varijantna DMPK ekspanzija
(DF5-2). Ostala tri bolesnika nisu bili u medusobnom srodstvu, kao ni u srodstvu sa ostalim
bolesnicima sa varijantnim ponovcima. Njihovi uzorci DNK izolovane iz krvi bili su
dostupni iz dveju razli¢itih vremenskih tacaka u intervalu od osam do jedanaest godina. U
cilju validacije metoda kori§¢enih za ispitivanje metilacije varijantnih DMPK eskpanzija,
koris¢eni su uzorci DNK bolesnika sa kongenitalnom formom DM1, FRAXA i
Hantingtonovom boles¢u (HD), c¢ije su klinicke dijagnoze potvrdene koriS¢enjem
standardnih dijagnostickih testova. Svi navedeni uzorci pripadaju odgovaraju¢im bankama
DNK Centra za humanu molekularnu genetiku BioloSkog fakulteta Univerziteta u

Beogradu, od kojih DNK banka za DM1 prati Srpski registar za miotoni¢ne distrofije.

Za potrebe ove studije koris¢eni su klinicki i geneticki podaci DM1 bolesnika sa
Cistim ekspanzijama, dostupni iz Srpskog registara za miotoni¢ne distrofije i baze podataka
Centra za humanu molekularu genetiku Bioloskog fakulteta u Univerziteta Beogradu.
Podaci za stepen aktivne 1 prekusione miotonije praceni genetickim podacima bili su
dostupni za 85 bolesnika, podaci za uzrast pocetka bolesti praceni genetickim podacima za
143 bolesnika, dok su geneticki podaci, koriS¢eni za ispitivanje medugeneracijske promene
broja ponovaka, bili dostupni za 112 bolesnika iz 44 porodice. Veli¢ina DMPK ekspanzije
u ovim bazama dobijene su primenom long-range PCR-baziranog Southern blota
(Poglavlje 3.5).
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3.2. lzolovanje, provera kvaliteta i kvantifikacija genomske DNK

Izolovanje genomske DNK iz uzoraka pune periferne krvi vrseno je koris¢enjem

komercijalnog seta QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Nemacka) prema uputstvu

proizvodaca.

3.2.1. Protokol za izolovanje DNK iz krvi koriséenjem seta QlAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen, Nemacka)

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)
9)

U mikrotubu zapremine 1,5 ml pipetirano je po 20 pl proteinaze QIAGEN, 200
pl periferne krvi i 200 pl pufera AL;

Smesa je vorteksovana 15 sekundi (s), a potom inkubirana 10 minuta (min) u
vodenom kupatilu na temperaturi od 56°C;

Smesa je kratko centrifugirana (eng. spin-down) do 8000 obrtaja u minuti (eng.
rotation per minute, rpm) (Labofuge 400R, rotor 3324, Heraeus instruments,
Nemacka) da bi se uklonile kapi sa unutra$njosti poklopca mikrotube;

Dodato je 200 pl 96-100% etanola (ZORKA Pharma, Srbija) i smesa je
vorteksovana 15 s, a zatim kratko centrifugirana (do 8000 rpm);

Sadrzaj mikrotube nanet je na kolonu sa silika-membranom, smeStenu u
kolektorskoj tubi;

Vrseno je centrifugiranje na 8000 rpm/1 min;

Kolektorska tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smeStena u novu
kolektorsku tubu;

Dodato je 500 ul pufera AW1 i smesa je centrifugirana na 8000 rpm/1 min;
Kolektorska tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smeStena u novu

kolektorsku tubu;

10) Dodato je 500 pl pufera AW?2 i smesa je centrifugirana na 13000 rpm/3 min;

11) Kolektorska tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smeStena u novu

mikrotubu zapremine 1,5 ml;
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12) Dodato je 200 pl dejonizovane vode (eng. Nuclease-Free Water, Qiagen,

Nemacka) i smeSa je inkubirana na sobnoj temperaturi 1-5 min, a zatim

centrifugirana na 13000 rpm/1 min;

13) Eluirani uzorak DNK ¢uvan je na temperaturi od 4°C ili -20°C.

Provera kvaliteta izolovane genomske DNK vrSena je agaroznom gel

elektroforezom. Korisc¢en je 0,8% (w/v) agarozni gel napravljen u 0,5x TBE puferu (0,045
M Tris-borat, 0,001 M EDTA, pH 8,0) i bojen etidijum-bromidom (EtBr) finalne
koncentracije 0,5 ug/ml. Elektroforeza je izvodena u 0,5x TBE puferu (pH 8,0), a kao pufer

za nalivanje uzoraka korisc¢en je 0,25% (w/v) bromfenol-plavo, 0,25% (w/v) ksilencijanol i
30% (w/v) glicerol (Sambrook, 1989).

3.2.2. Protokol za pripremu agaroznog gela i gel elektroforezu

1)

2)

3)

4)

5)

6)

0,8% (w/v) rastvor agaroze (Serva, Nemacka) u puferu 0,5x TBE (pH 8,0)
zagrevan je do kljucanja i dok rastvor nije postao potpuno bistar;

Nakon dodavanja EtBr (0,5 pg/ml), rastvor je ohladen do temperature od ~50°C;
Ohladeni rastvor izliven je u kadicu za elektroforezu i gel je ostavljen da
polimerizuje na sobnoj temperaturi;

5 pl uzorka DNK i 1 pl standarda DNK (humana genomska DNK iz cCelijske
linije K562, koncentracije 10 ng/pl; Promega, USA) pomesani su sa puferom za
nalivanje uzoraka u odnosu 5:1, a zatim su naliveni na gel,

Elektroforeza je vrsena u 0,5x TBE puferu (pH 8,0), na konstantnom naponu od
100 V, u trajanju od 15 min u sistemu za elektroforezu (Wide Mini-Sub® Cell
GT, BioRad, SAD);

Po zavrSetku elektroforeze, gel je izlozen UV svetlu (A=254 nm) na

transiluminatoru (Transilluminator, Vilber Lourmat, Francuska) i fotografisan.

Kvantifikacija izolovane genomske DNK izvrsena je na fluorometru (QubitR 2.0

Fluorometer, Invitrogen, SAD) koris¢enjem komercijalnog seta Qubit™ dsDNA BR Assay

Kits (Invitrogen, SAD), koji omogucava detektovanje koncentracije DNK u opsegu od 100

pg/ul do 1000 ng/ul.
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3.2.3. Protokol za kvantifikaciju genomske DNK koriséenjem seta Qubit™ dsDNA
BR Assay Kit (Invitrogen, SAD)

1) Pripremljen je Qubit™ radni rastvor mesanjem Qubit™ dsDNA BR reagensa sa
Qubit™ dsDNA BR puferom u odnosu 1:200;

2) Dodato je po 190 ul radnog rastvora u svaku mikrotubu za standarde;

3) Zatim je dodato po 10 ul svakog Qubit™ standarda u odgovaraju¢u mikrotubu i
smesa je kratko vorteksovana. Koncentracije Qubit™ standarda 1 i 2 bile su
01 100 ng/ul, redom;

4) U mikrotube za uzorke dodato je od 180 do 199 pl radnog rastvora;

5) Potom je ispipetirano od 1 do 20 pl uzorka DNK u odgovaraju¢e mikrotube,
vodivsi racuna da finalna zapremina u svakoj tubi bude 200 pl;

6) Smesa je kratko vorteksovana, a zatim inkubirana na sobnoj temperaturi 2 min;

7) Koncentracije su izmerene i o¢itane na aparatu u ng/pl.
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3.3. lIspitivanje prisustva varijantnih ponovaka na 5' i 3' krajevima

DMPK ekspanzija koris¢enjem repeat-primed PCR-a

Metoda RP-PCR (eng. repeat-primed PCR) Koristi fluorescentno obelezen lokus-specifican
prajmer, komplementaran sekvenci koja sa jedne strane okruzuje ponovke, i klizni prajmer,
komplementaran nizu od nekoliko ponovaka tako da hibridizuje na ve¢em broju mesta u
okviru ponovljenog niza (Warner et al., 1996) (Slika 3.1). Klizni prajmer na svom 5' kraju
ima dodatnu sekvencu od 24 nukleotida (nt) koja je identi¢na sekvenci treCeg prajmera u
reakciji, koji je oznacen kao repi¢ (eng. tail) ili sidro (eng. anchor), i povecava efikasnost
umnozavanja. Zbog sposobnosti kliznog prajmera da hibridizuje na veéem broju mesta u
okviru ponovljenog niza, umnozeni proizvodi nakon fragment analize daju karakteristi¢an
profil koji se opisuje kao lesticast, jer je sastavljen iz signala opadajuceg intenziteta koji se
razlikuju u duzini za 3 bazna para (bp). Opadanje intenziteta signala je posledica smanjenja
efikasnosti umnozavanja sa povecanjem duzine proizvoda. Profili sa signalima koji nisu
lestviCasti, na primer sa znacajnim prazninama i/ili neuobic¢ajenim padom u inenzitetu

signala, ukazuju na prisustvo varijantnih ponovaka u ekspanziji.

Pretraga na prisustvo varijantnin ponovaka obavljena je kako sa 5' kraja,
koris¢enjem uzvodnog RP-PCR-a (eng. forward RP-PCR), tako i sa 3' kraja, koris¢enjem
nizvodnog RP-PCR-a (eng. reverse RP-PCR) za DMPK ekspanziju. U tu svrhu iskorisceni
su prethodno objavljeni prajmeri (Radvansky, Ficek, Minarik, et al., 2011), pri ¢emu su u
uzvodnom RP-PCR-u koriséeni prajmeri FAM-P1-for, PACAG-rev i P3, dok su u
nizvodnom RP-PCR-u koriséeni prajmeri VIC-P2-rev, PACTG-for i P3 (Slika 3.1, Tabela
3.1).
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Slika 3.1. Sematski prikaz repeat-primed PCR-a (RP-PCR) za detekciju perfektnih
CTG i varijantnih CCG ponovaka u 3’ netranslatiraju¢em regionu gena DMPK.
(A) Prajmeri P1-for, PACAG-rev i P3 koris¢eni su u uzvodnom (eng. forward)
RP-PCR-u, dok su prajmeri P2-rev, PACTG-for i P3 koris¢eni u nizvodnom (eng.
reverse) RP-PCR-u. Prajmeri P1-for i P2-rev komplementarni su jedinstvenim
sekvencama uzvodno i nizvodno od regiona sa ponovcima. Klizni prajmeri PACAG-rev i
PACTG-for sadrze na svom 5’ kraju sekvencu identi¢nu prajmeru P3, za kojom sledi
nekoliko ponovaka CAG ili CTG, omogucavajuci visestruka mesta hibridizacije u okviru
monotonog niza ponovaka. Zahvaljuju¢i kliznim prajmerima, u prvim ciklusima
RP-PCR-a sekvenca P3 postaje sastavni deo proizvoda reakcije, usled cega je
omoguceno vezivanje prajmera P3, koji sluzi kao repi¢ 1 povecava efikasnost
umnozavanje dugih ekspandovanih alela. (B) U nizvodnom RP-PCR-u za detekciju
varijantnih CCG ponovaka na 3’ kraju DMPK ekspanzija, prajmer P4ACTG-for zamenjen
je alternativnim kliznim prajmerima (GC1_CC i/ili GC1_CCG) koji hibridizuju sa CTG
nizom prekinutim CCG ponovcima. FAM, VIC — fluorescentne boje.
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RP-PCR je raden u ukupnoj zapremini od 10 ul. Reakciona smesa za uzvodni
RP-PCR sadrzala je: 1x KAPA Taq Buffer A sa 1,5 mM MgCl, (Kapa Biosystems, SAD),
0,5 mM MgCl, (Kapa Biosystems, SAD), 0,2 mM nukleotide (Thermo Fisher Scientific,
SAD), 0,2 uM prajmere FAM-P1-for, 0,05 uM prajmere PACAG-rev i 0,3 uM prajmer P3
(Thermo Fisher Scientific, SAD), 1 M Betain (Serva, Nemacka), 0,25 U KAPA Taq DNK
polimeraze (Kapa Biosystems, SAD), 10-20 ng genomske DNK i sterilnu vodu bez
nukleaza (Qiagen, Nemacka). Reakciona smesa za nizvodni RP-PCR bila je istog sastava, s
tim da je umesto prajmera FAM-P1-for koris¢en prajmer VIC-P2-rev, dok je umesto
prajmera PACAG-rev koris¢en prajmer PACTG-for. Oba RP-PCR-a vrSena su u masini
Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) prema sledecem temperaturnom
profilu: inicijalna denaturacija 97°C/3 min, 30 ciklusa denaturacije 95°C/1 min,
hibridizacije prajmera 60°C/1 min, i elongacije 72°C/1 min, i finalna elongacija 72°C/60
min. RP-PCR proizvodi analizirani su fragment analizom koja podrazumeva razdvajanje
fluorescentno obelezenih proizvoda RP-PCR-a kapilarnom elektroforezom koris¢enjem
genetickog analizatora (ABI-3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, SAD) i analizu

rezultata koris¢enjem odgovarajuceg softvera.
3.3.1. Protokol za fragment analizu

1) Na opticku plocu sa 96 bunari¢a (MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate,
Applied Biosystems, SAD) naliveno je po 1 pl proizvoda RP-PCR reakcije;

2) U svaki bunari¢ sa uzorkom dodato je 0,3 ul standarda za duzinu DNK (Gene
Scan 500 Lize Size Standard, Applied Biosystems, SAD) i 8,7 ul Hi-Di
formamida (Applied Biosystems, SAD);

3) Uzorci su denaturisani inkubiranjem opticke ploce na 95°C/5 min, a potom
ohladeni stavljanjem ploce na led u trajanju od 5 min;

4) Kapilarna elektroforeza vrsena je pod slede¢im uslovima:

- modul za elektroforezu: FragmentAnalysis
- napon pri injektiranju uzorka: 1,6 kV
- vreme injektiranja uzorka: 15 s

- napon tokom elektroforeze: 15 kV
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- trajanje elektroforeze: 1800 s
- temperatura rerne: 60°C

- duzina kapilare: 36 cm

- tip polimera: POP4 (Performance Optimized Polymer™-4, Applied

Biosystems, SAD).

Tabela 3.1. Prajmeri koris¢eni u reakcijama repeat-primed PCR-a (RP-PCR) i long-range
PCR-a (LR-PCR).

Oznaka prajmera  Sekvenca prajmera i opis njegove ciljne sekvence Referenca
101 5-CTTCCCAGGCCTGCAGTTTGCCCATC-3’
Jedinstvena sekvenca nizvodno od CTG ponovaka u genu DMPK Brook et al.
102 5-GAACGGGGCTCGAAGGGTCCTTGTAGC-3' (1992)
Jedinstvena sekvenca uzvodno od CTG ponovaka u genu DMPK
EAM-P1-for 5'- GGGGCTCGAAGGGTCCTTGT-3'
Jedinstvena sekvenca uzvodno od CTG ponovaka u genu DMPK
VIC-P2-rev 5'- GTGCGTGGAGGATGGAAC-3'
Jedinstvena sekvenca nizvodno od CTG ponovaka u genu DMPK Radvansk
5-AGCGGATAACAATTTCACACAGGATGCTGCTGCTGCTGCTGCTG-3’ . Y,
PACTG-for . R . i Ficek,
Klizni prjamer koji hibridizuje sa perfektnim CTG ponovcima Minarik. et
5'- AGCGGATAACAATTTCACACAGGACAGCAGCAGCAGCAGCAG-3’ ’
PACAG-rev L N — i ) al. (2011)
Klizni prjamer koji hibridizuje sa perfektnim CTG ponovcima
5-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3’
P3 Repi¢ koji hibridizuje sa podvuéenom sekvencom u prajmerima PACTG-for i
PACAG-rev
5-AGCGGATAACAATTTCACACAGGATGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCC-3’
GC1_CC .. . .
- Klizni prajmer specifi¢an za detekciju pojedina¢nih CCG ponovaka
5-AGCGGATAACAATTTCACACAGGATGCCGCTGCCGCTGCCGCTGCC-3’
GC1_CCG .. . ,
Klizni prajmer specific¢an za detekciju CCGCTG heksamera Ova studiia
P5CCG 5-AGCGTCTACTGTCTCGGCACTTGCCCGCCGCCGCCG-3’ J
Klizni prajmer za detekciju perfektnog niza od barem 4 CCG ponovka
P5 5-AGCGTCTACTGTCTCGGCACTTGC-3’

Repi¢ koji hibridizuje sa podvu¢enom sekvencom u prajmeru PS5CCG
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3.4. Odredivanje tipa i obrazaca varijantnih ponovaka u DMPK

ekspanzijama primenom repeat-primed PCR-a i sekvenciranja

Uzorci sa uocenim nepravilnostima u ocekivanom lestivéastom profilu nizvodnog
RP-PCR-a dalje su analizirani koriscenjem RP-PCR-ova u kojima je klizni prajmer
PACTG-for zamenjen kliznim prajmerima koji omoguc¢avaju detekciju varijantnin CCG
ponovaka na 3’ kraju ekspanzija DMPK ekspanzija: GC1 CC i GC1_CCG (Slika 3.1,
Tabela 3.1).

RP-PCR-ovi za detekciju CCG ponovaka radeni su u ukupnoj zapremini od 30 ul.
Reakciona smesa sa prajmerom GC1_CC sadrzala je: 1x Expand Long Template Buffer 1
sa 1,75 mM MgCl, (Roche Life Science, Nemacka), 0,36 mM nukleotide (Thermo Fisher
Scientific, SAD), 0,3 uM prajmer VIC-P2-rev, 0,05 uM prajmer GC1_CC i 0,5 uM prajmer
P3 (Thermo Fisher Scientific, SAD), 2% (v/v) DMSO (Serva, Nemacka), 0,1% (v/v) Tween
20 (Serva, Nemacka), 0,9 U KAPA Tag DNK polimeraze (Kapa Biosystems, SAD), 10-20
ng genomske DNK i sterilnu vodu bez nukleaza (Qiagen, Nemacka). Reakciona smesa sa
prajmerom GC1 CCG sadrzala je: 1x KAPA Taq Buffer A sa 1,5 mM MgCl, (Kapa
Biosystems, SAD), 0,5 mM MgCl, (Kapa Biosystems, SAD), 0,2 mM nukleotide (Thermo
Fisher Scientific, SAD), 0,3 uM prajmer VIC-P2-rev, 0,05 uM prajmer GC1 CCG i 0,5
uM prajmer P3 (Thermo Fisher Scientific, SAD), 1,7 M Betain (Serva, Nemacka), 0,9 U
KAPA Taq DNK polimeraze (Kapa Biosystems, SAD), 10-20 ng genomske DNK i sterilnu
vodu bez nukleaza (Qiagen, Nemacka). Oba RP-PCR-a vrsena su u masini Veriti®
Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) prema sledecem temperaturnom profilu:
inicijalna denaturacija 97°C/3 min, 30 ciklusa denaturacije 95°C/1 min, hibridizacije
prajmera 60°C/1 min i elongacije 72°C/1 min, i finalna elongacija 72°C/60 min. RP-PCR

proizvodi analizirani su fragment analizom (Poglavlje 3.3.1).
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U cilju identifikacije obrazaca CCG prekida na 3’ krajevima DMPK ekspanzija,
umnozeni RP-PCR proizvodi za detekekciju CCG ponovaka razdvojeni su na 3%
agaroznom gelu. Pojedinac¢ne trake su precis¢avane sa agaroznog gela koris¢enjem
komercijalnog seta Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, SAD), a potom
opet umnozene pomocu prajmera P2-rev i P3. PCR za ponovno umnoZzavanje je vrsen pod
prethodno navedenim uslovima i na istom temperaturnom profilu. PCR proizvodi
prec¢iséeni su koris¢enjem komercijalnog seta QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen,
Nemacka) i direktno sekvencirani uz pomo¢ neobelezenog prajmera P2-rev i komercijalnog

seta BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, SAD).

Reakcija Sangerovog sekvenciranja vrsena je u ukupnoj zapremini od 7,5 ul, a
sastav reakcione smese i krajnje zapremine/koncentracije komponenata bili su slede¢i: 1 pl
BigDye™ Terminator v1.1 Ready Reaction Mix, 1 ul BigDye™ Terminator v1.1 & v3.1 5x
Sequencing Buffer, 1 uM prajmer P2-rev, 1,27 M betain (Serva, Nemacka) i preciséeni
PCR proizvod do pune zapremine. Reakcija je vrsena u masini Veriti® Thermal Cycler
(Applied Biosystems, SAD) prema sledecem temeperaturnom profilu: inicijalna
denaturacija 96°C/1 min i 25 ciklusa denaturacije 96°C/10 s, hibridizacije prajmera
50°C/5 s i elongacije 60°C/4 min. Proizvodi rekacije sekvenciranja prec¢isceni su
koris¢enjem etanol/EDTA precipitacije, a potom su razdvojeni kapilarnom elektroforezom
koriscenjem genetickog analizatora (ABI-3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems,
SAD). Digitalni zapisi automatskog ocitavanja sekvenci tokom kapilarne elektroforeze
obradivani su koris¢enjem softvera Sequencing Analysis v6.0 (Thermo Fisher Scientific,
SAD) i BioEdit Sequence Alignment Editor (Ibis Biosciences, SAD).
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3.4.1. Protokol za preciséavanje DNK sa agaroznog gela koriséenjem seta
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, SAD)

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)

9)

Uz pomo¢ skalpela isecen je deo agaroznog gela sa umnozenim proizvodima
nizvodnog RP-PCR-a i prebacen je u mikrotubu zapremine 1,5 ml;

Dodata su 3 volumena pufera ADB na jedan volumen ise¢enog agaroznog gela
(npr. za 100 mg isec¢enog gela dodato je 300 ul pufera ADB);

Smesa je inkubirana 5-10 min na 55°C, odnosno dok se isec¢ak gela nije potpuno
rastvorio;

Sadrzaj mikrotube nanet je na kolonu sa silika-membranom, smestenu u
kolektorskoj tubi;

Vrseno je centrifugiranje na 13000 rpm/1 min;

Kolektorska tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smeStena u novu
kolektorsku tubu;

Dodato je 200 pl pufera DNA Wash i1 smeSa je centrifugirana na 13000 rpm/
1 min;

Kolektorska tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smeStena u novu
kolektorsku tubu;

Dodato je 200 pl pufera DNA Wash i smeSa je centrifugirana na 13000 rpm/

1 min;

10) Kolektorska tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smeStena u novu

mikrotubu zapremine 1,5 ml;

11) Dodato je 8 ul dejonizovane vode (Qiagen, Nemacka) i smesa je inkubirana na

sobnoj temperaturi 1-5 min, a zatim centrifugirana na 13000 rpm/1 min;

12) Eluirani uzorak ¢uvan je na temperaturi od 4°C ili -20°C.
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3.4.2. Protokol za precis¢avanje DNK sa agaroznog gela koriSéenjem seta
QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Nemacka)

1)

2)

3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

U mikrotubu zapremine 0,2 ml koja je sadrzala 20 ul RP-PCR proizvoda
pipetirano je 100 ul pufera PB i 10 pul 3M Na-acetata (pH 5,2);

Smesa je kratko vorteksovana, a potom naneta na kolonu sa silika-membranom,
smestenu u kolektorskoj tubi;

Vrseno je centrifugiranje na 10000 rpm/1 min;

Filtrat je odbacen, a kolona je smestena u istu kolektorsku tubu;

Dodato je 650 pl pufera PE i smesa je centrifugirana na 10000 rpm/1 min;
Filtrat je odbacen, a kolona je smeStena u istu kolektorsku tubu;

Vrseno je centrifugiranje na 10000 rpm/1 min;

Kolektorska tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smeStena u novu
mikrotubu zapremine 1,5 ml;

Dodato je 30 ul dejonizovane vode (Qiagen, Nemacka) i smesa je inkubirana na

sobnoj temperaturi 1-5 min, a zatim centrifugirana na 13000 rpm/1 min;

10) Eluirani uzorak ¢uvan je na temperaturi od 4°C ili -20°C.
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3.4.3. Protokol za preciSéavanje reakcije sekvenciranja koriS¢enjem precipitacije sa

etanolom i EDTA

1)

2)
3)

4)

5)

6)
7)

8)
9)

U mikrotubu zapremine 0,2 ml koja je sadrzala 7,5 pl proizvoda reakcije
sekvenciranja pipetirano je 5 ul 125 mM EDTA, pH 8,0 (Serva, Nemacka);
Dodato je 60 pl 96-100% etanola (ZORKA Pharma, Srbija);

Sadrzaj mikrotube je izmeSan okretanjem gore-dole nekoliko puta, a potom
inkubiran na sobnoj temperaturi 15 min;

Mikrotube su smestene u kolektorske tube zapremine 2 ml i centrifugirane na
6000 rpm/30 min i temperaturi od 4°C;

Supernatant je odliven otvaranjem i smeStanjem mikrotuba naopako okrenutih u
kolektorske tube od 2 ml, a potom centrifugiranjem na 1200 rpm/1 min;

Dodato je 60 ul 70% etanola u mikrotube (ZORKA Pharma, Srbija);

Mikrotube su smestene u kolektorske tube zapremine 2 ml i centrifugirane na
5000 rpm/15 min i temperaturi od 4°C;

Supernatant je odliven kao u koraku 5;

Talog je osuSen inkubiranjem na 90°C/2 min (u masSini za PCR sa otvorenim

mikrotubama);

10) Dodato je 15 ul Hi-Di formamida (Applied Biosystems, SAD);

11) Talog je rastvoren kratkim vorteksovanjem;

12) Pripremljeni uzorci ¢uvani su na -20°C do kapilarne elektroforeze.
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3.5. Odredivanje veli¢ine varijantnin DMPK ekspanzija primenom

long-range PCR-a i Southern blota

U cilju odredivanja velicine DMPK ekspanzija koris¢en je LR-PCR-bazirani Southern blot.
LR-PCR (eng. long-range PCR) predstavlja modifikaciju PCR-a i zasnovan je na
istovremenom koris¢enju Taq polimeraze i neke termostabilne polimeraze koja ima 3’
egzonukleznu aktivnost (npr., Pfu ili Pwo), kao i na dovoljno dugom koraku elongacije u
svakom ciklusu PCR-a (Cheng, Fockler, Barnes, & Higuchi, 1994). LR-PCR za detekciju
DMPK ekspanzija prilagoden je za umnozavanje GC bogatih sekvenci kroz upotrebu
restrikciono digerirane DNK i odgovaraju¢ih PCR aditiva (DMSO, Tween 20, BSA).
Ovaj pristup omogucava detekciju sirokog opsega velicina DMPK ekspanzija, koje se
nakon Southern blot hibridizacije zapazaju u vidu difuznih razmaza, usled velikog stepena

somatske nestabilnosti uzro¢ne mutacije.

Za umnozavanje perfektnih i varijantnih DMPK ekspanzija koris¢en je protokol
LR-PCR-baziranog Southern blota optimizovan u Centru za humanu molekularnu genetiku
Bioloskog fakulteta u Beogradu (Savic et al., 2002). Digestija genomske DNK sa EcoRI
izvrsena je u ukupnoj zapremini od 50 pl. Reakciona smesa sadrzala je: 1x Buffer EcoRI
(Thermo Fisher Scientific, SAD), 10 U enzima EcoRI (Thermo Fisher Scientific, SAD) i
400-500 ng DNK. Umnozavanje segmenta gena DMPK sa CTG ponovcima vrseno je
pomoc¢u prajmera 101 i 102 (Brook et al., 1992) (Tabela 3.1). PCR je raden u ukupnoj
zapremini od 12,5 pl. Pripremane su dve odvojene reakcione smese. Reakciona smesa 1,
ukupne zapremine od 6,5 ul, sadrzala je: 0,36 mM nukleotide (Thermo Fisher Scientific,
SAD), 0,24 uM prajmere 101 i 102, 200-300 pg DNK/EcoRI i sterilnu vodu bez nukleaza
(Qiagen, Nemacka). Reakciona smesa 2, ukupne zapremine od 6 pl, sadrzala je: 1x Expand
Long Template Buffer 1 sa 1,75 mM MgCl, (Roche Life Science, Nemacka), 0,1% (v/v)
TWEEN 20 (Serva, Nemacka), 2% (v/v) DMSO (Serva, Nemacka), 0,25 U Exp DNA Pol
Mix (komercijalna smesa Taq i Pwo polimeraze; Roche Life Science, Nemacka) i sterilnu
vodu bez nukleaza (Qiagen, Nemacka). LR-PCR je vrsen u masini Veriti® Thermal Cycler
(Applied Biosystems, SAD) prema sledecem temperaturnom profilu: inicijalna denaturacija

96°C/3 min, 10 ciklusa hibridizacije prajmera 65°C/30 s, elongacije 68°C/3 min i
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denaturacije 95°C/30 s; sledec¢ih 15 ciklusa hibridizacije prajmera 65°C/30 s, elongacije
68°C/3 min sa produzenjem od po 10 s u svakom slede¢em ciklusu i denaturacije 95°C/
30 s; finalna hibridizacija prajmera 65°C/1 min i finalna elongacija 68°C/8 min. Nakon

zavrSetka PCR-a, uzorci su ¢uvani na 4°C do analize.

Navedeni protokol za LR-PCR nije dao proizvode kod nekih DM1 bolesnika sa
varijantnim ponovcima. 1z tog razloga je za porodicu DF2 i osobu DF4-1 koris¢en LR-PCR
protokol optimizovan za umnozavanje CGG ekspanzija u genu FMR1 (Saluto et al., 2005),
uz upotrebu prajmera 101 i 102 (Brook et al., 1992) (Tabela 3.1). PCR je raden u ukupnoj
zapremini od 10 pl. Reakciona smesa sadrzala je: 1x Expand Long Template Buffer 2 sa
2,75 mM MgCl, (Roche Life Science, Nemacka), 0,5 mM nukleotide (Thermo Fisher
Scientific, SAD), 0,3 uM prajmere 101 i 102, 2 M betain (Serva, Nemacka), 0,15 U Exp
DNA Pol Mix (Roche Life Science, Nemacka), 200-300 pg DNK/EcoRI i sterilnu vodu bez
nukleaza (Qiagen, Nemacka). LR-PCR je vrsen u masini Veriti® Thermal Cycler (Applied
Biosystems, SAD) prema slede¢cem temperaturnom profilu: inicijalna denaturacija 98°C/10
min, 10 ciklusa denaturacije 97°C/35 s, hibridizacije prajmera 65°C/35 s i elongacije
68°C/4 min; sledecih 25 ciklusa denaturacije 97°C/35 s, hibridizacije prajmera 65°C/35 s i
elongacije 68°C/4 min sa produzenjem od po 20 s u svakom slede¢cem ciklusu; finalna

elongacija 68°C/10 min. Nakon zavrSetka PCR-a, uzorci su ¢uvani na 4°C do analize.

U cilju detektovanja specificnih LR-PCR proizvoda primenjena je Southern blot
hibridizacija. Koris¢en je reverzni kapilarni transfer, hibridizacija sa oligonukleotidnom
(CAG)12 probom, obelezenom na 3' kraju digoksigenin-ddUTP-om (DIG-ddUTP).
Vizuelizacija hibrida uradena je hemiluminiscentnom detekcijom, kori§¢enjem antitela na
digoksigenin konjugovan sa alkalnom fosfatazom (anti-DIG-AP) i CDP-stara kao
hemiluminscentnog supstrata za alkalnu fosfatazu. Emitovana hemiluminiscencija ostavlja

trag na rentgenskom filmu.

Procena veli¢ine mutiranth DMPK alela vrSena je poredenjem njihove veliine sa
DNK standardom za veli¢inu (DNA Molecular Weight Marker X, Roche Life Science,

Nemacka) obelezenim na 3' kraju sa DIG-ddUTP-om i koris¢enjem Core Laboratory Image
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Quantification Software - CLIQS (TotalLab Ltd., UK). Imaju¢i u vidu logaritamsko

putovanje DNK fragmenata razli¢ite duzine kroz agarozni gel, za svaki blot konstruisana je

logaritamska kriva (veli¢ina DNK fragmenata u funkciji duzine predenog puta), na osnovu

koje softverski program sa zadovoljavaju¢om preciznos¢u ocitava veli¢inu mutiranih alela.

S obzirom na poziciju prajmera 101 i 102 u odnosu na CTG ponovke, broj ponovaka

odredivan je po sledecoj formuli: (veli¢ina mutiranog alela u bp — 112 bp)/3. Vrednost

jasne donje granice, ispod koje su pojedinacni aleli bili retki koris¢ena je za procenu duzine

progenitornog alela (Monckton et al., 1995).

3.5.1. Protokol za pripremu agaroznog gela i gel elektroforezu za Southern blot

1)

2)
3)

4)

5)

6)

0,8% (w/v) rastvor agaroze (Serva, Nemacka) u puferu 0,5x TBE (pH 8,0)
zagrevan je do klju¢anja i dok rastvor nije postao potpuno bistar;

Nakon dodavanja EtBr (0,5 pg/ml), rastvor je ohladen do temperature od ~50°C;
Ohladeni rastvor izliven je u kadicu za elektroforezu duzine 24 cm i gel je
ostavljen da polimerizuje na sobnoj temperaturi;

12,5, odnosno 10 pl uzorka LR-PCR-a pomesano je sa puferom za nalivanje
uzoraka (0,25% (w/v) bromfenol-plavo, 0,25% (w/v) ksilencijanol i 30% (w/v)
glicerol) (Sambrook, 1989) u odnosu 5:1, a zatim naliveno na gel,

1-3 pl DNK standarda za veli¢inu obelezenog na 3’ kraju sa DIG-ddUTP-om
(DNA Molecular Weight Marker X, Roche Life Science, Nemacka) i 1 pl
neobelezenog 1 kilobaznog DNK standarda za veli¢inu (1 kb Ladder, Thermo
Fisher Scientific, SAD) pomesano je sa puferom za nalivanje uzoraka i naliveno
na gel;

Elektroforeza je vrSena u 0,5x TBE puferu (pH 8,0), na konstantnom naponu od
80 V, u trajanju 13-15 h u sistemu za elektroforezu (Sunrise 96 Horizontal Gel

Electrophoresis system, Gibco BRL LifeTechnologies, SAD).
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3.5.2. Protokol za denaturaciju, neutralizaciju i reverzni kapilarni transfer

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

Nakon zavrsene elektroforeze, suvisni delovi agaroznog gela iseceni su lenjirom
na transluminatoru (Transilluminator, Vilber Lourmat, Francuska), izmerene su
mu dimenzije (12x18 cm) i, radi dalje orijentacije pri manipulaciji sa gelom,
zasecen je koso njegov levi gornji ugao;

Gel je pazljivo ljuljan dva puta po 25 min u rastvoru za denaturaciju (0,5 M
NaOH, 1,5 M NaCl) na rokeru (Kisker Biotech, Nemacka);

Gel je ispran u dejonizovanoj vodi tri puta po 1 min;

Gel je pazljivo ljuljan dva puta po 25 min u rastvoru za neutralizaciju (1,0 M
Tris-HCI, pH 7,4, 1,5 M NaCl) na rokeru;

IseCeno je Sest MN 827 B papira (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,
Nemacka) i pozitivno naelektrisana najlonska membrana (Nylon-Bind B, Serva,
Nemacka) tako da odgovaraju veli¢ini agaroznog gela;

Postavljen je reverzni kapilarni transfer slaganjem redom odozdo na gore: 10-12
MN 440 B papira za transfer (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,
Nemacka), tri MN 827 B papira, pozitivno naelektrisane najlonske membrane,
agaroznog gela licem okrenutog prema gore i tri MN 827 B papira. Istisnuti su
svi eventualno prisutni mehurovi kotrljanjem staklenog Stapi¢a po povrSini
poslednjeg MN827 B papira. Transfer je postavljen izmedu dve posude u
kojima se nalazio 10x SSC pufer za transfer (1,5M NaCl, 0,3 M Na-citrat, pH 7
na 20°C). Odozgo je postavljen jedan MN 827 B papir dimenzije 12x36 cm tako
da su krajevi papira bili uronjeni u posude sa puferom za transfer, dok je
centralni deo bio pokriven acetatnom folijom veli¢ine gela;

Transfer se odigravao preko no¢i kako bi kapilarne sile prebacile LR-PCR
proizvode sa agaroznog gela na pozitivno naelektrisanu najlonsku membranu;
Sistem za transfer je rastavljen, a LR-PCR proizvodi su kroslinkovani za
membranu njenim izlaganjem UV svetlu (A=254 nm) na transluminatoru

(Transilluminator, Vilber Lourmat, Francuska) po 3-5 min sa obe strane;
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3.5.3.

9)

Membrana je ili odmah kori$¢ena za hibridizaciju ili je osuSena na vazduhu,

uvijena u aluminijumsku foliju i ¢uvana na sobnoj temperaturi do hibridizacije;

10) Papiri za transfer su ispirani u dejonizovanoj vodi i osuSeni na sobnoj temeraturi

za ponovno korisc¢enje.

Protokol za hibridizaciju sa (CAG)1, probom

1)

2)

3)

4)

5)

Membrana je stavljena u tubu za hibridizaciju, prelivena je standardnim
prehibridizacionim puferom (5x SSC, 0,1% (v/v) N-lauroylsarcosine-Na so,
0,02% SDS, 2% reagens za blokiranje) i okretana je na 65°C/1-2 h u
hibridizacionoj rerni (Hybridiser HB-1D, Techne, SAD);

Prehibridizacioni pufer je odliven i ¢uvan za ponovnu upotrebu na 4°C, dok je
membrana prelivena standardnim hibridizacionim puferom sa (CAG)1, probom,
koja je na 3 kraju obelezena DIG-ddUTP-om (5x SSC, 0,1%
N-lauroylsarcosine-Na so, 0,02% SDS, 2% bloking reagens, 5 pmol
(CAG)12-3'-DIG-ddUTP) i okretana je na 65°C preko noci u hibridizacionoj
rerni. Standardni hibridizacioni pufer je neposredno pred upotrebu inkubiran na
100°C/10 min i zatim potpuno ohladen na ledu;

Nakon zavrsene hibridizacije, pufer za hibridizaciju je odliven i ¢uvan za
ponovnu upotrebu na —20°C;

Membrana je ispirana ljuljanjem na rokeru 2 puta po 5 minuta na sobnoj
temperaturi u 2x puferu za ispiranje (eng. 2x Washing buffer, 2x SSC, 0,1%
(w/v) SDS);

Membrana je ispirana 2 puta po 20 min na temperaturi hibridizacije u 0,5x
puferu za ispiranje (eng. 0,5x Washing buffer, 0,5x SSC, 0,1% (w/v) SDS),

zagrejanom na 65°C u hibridizacionoj rerni;
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3.5.4. Protokol za hemiluminiscentnu detekciju

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Membrana je ekvilibrisana stavljanjem 1 min u pufer sa maleinskom kiselinom
(eng. Maleic-acid buffer; 0,1 M maleinska kiselina, 0,15 M NaCl, pH 7,5 na
20°C);

Membrana je ljuljana na rokeru 45 min na sobnoj temperaturi u reagensu za
blokiranje (eng. Blocking reagens; 1% (w/v) nemasno mleko u puferu sa
maleinskom kiselinom);

Anti-DIG-AP (Roche Life Science, Nemacka) je rastvoren u reagensu za
blokiranje u odnosu 1:20 000;

Membrana je prebacena u rastvor sa anti-DIG-AP-om i ljuljana je na rokeru 30
min na sobnoj temperaturi;

Membrana je ispirana od viska nevezanog antitela ljuljanjem na rokeru 2 puta
po 20 min na sobnoj temperaturi u puferu za ispiranje sa TWEEN-om 20 (eng.
Wash buffer with TWEEN 20; 0,1 M maleinska kiselina, 0,15M NaCl, pH 7,5 na
20°C, 0,3% (v/v) TWEEN 20);

Membrana je ekvilibrisana ljuljanjem na rokeru 2-5 min na sobnoj temperaturi u
puferu za detekciju (eng. Detection buffer; 0,1 M NaCl, 0,1 M Tris-HCI, pH 9,5
na 20°C);

CPD-star (Roche Life Science, Nemacka) je rastvoren u puferu za detekciju u
odnosu 1:100;

Ekvilibrisana membrana je polozena na acetatnu foliju, prelivena je rastvorom
CPD-stara (0,5 ml ovog rastvora je dovoljno za 100 cm? membrane) i pokrivena
drugom acetatnom folijom razvlace¢i hemiluminiscentni supstrat ravnomerno
po celoj povrSini membrane. Papirom su istisnuti svi prisutni mehurovi;

Membrana je inkubirana 5 min na sobnoj temperaturi u mraku;

10) Uklonjena je gornja acetatna folija, visak CPD-stara je upijen direktnim

naslanjanjem MN 827 B papira na membranu, stavljena je nova acetatna folija i

istisnuti su svi mehurovi;
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3.5.5.

3.5.6.

11) U mra¢noj komori rentgenski film (MXB Film, Carestream Health, SAD) je
eksponiran membrani 1-2 h ili preko no¢i;

12) Rentgenski film je potopljen u razvija¢ (Tetenal Eukobrom, Nemacka) rastvoren
u vodi u odnosu 1:9 do kompletne pojave signala;

13) Razvijen rentgenski film (blot) je ispran u destilovanoj vodi;

14) Blot je ostavljen 10 min u fiksiru (Tetenal Superfix Plus, Nemacka) rastvorenom
u vodi uodnosu 1:5;

15) Blot je ispiran od fiksira 20 min pod teku¢om vodom i osusen.
Protokol za alkalno stripovanje probe sa najlonske membrane

1) U slucaju neuspesne detekcije signala, sa sumnjom da je uzrok problema mogla
biti hibridizacija sa probom ili hemiluminiscentna detekcija, nakon zavrSene
detekcije, membrana je potopljena 1 min u destilovanu vodu;

2) Membrana je inkubirana 2 puta po 15 min u rastvoru za alkalno stripovanje
membrane (eng. Stripping buffer; 0,2 M NaOH, 0,1% (w/v) SDS) na 37°C u
hibridizacionoj rerni;

3) Membrana je ispirana 5 min u 2x SSC, a zatim 5 min u destilovanoj vodi;

4) Membrana je osusena na vazduhu, uvijena u aluminijumsku foliju i ¢uvana do

sledece hibridizacije sa probom na sobnoj temperaturi.
Protokol za 3'obelezavanje (CAG);, probe sa digoksigenin-11-ddUTP-om

1) Reakciona smesa ukupne zapremine 50 pl sadrzala je: 1x pufer za terminalnu
transferazu (0,2 M Na-kakodilat, 125 mM Tris-HCI, 0,25mg/ml BSA, pH 6,6 na
25 °C, Roche Life Science, Nemacka), 5 UM Co-hlorid (Roche Life Science,
Nemacka), 0,05 mM DIG-11-ddUTP (Roche Life Science, Nemacka), 100 U
terminalne transferaze (Roche Life Science, Nemacka), 2ug (CAG)1, probe i
sterilnu vodu bez nukleaza (Qiagen, Nemacka);

2) Reakciona smesa je inkubirana na 37°C preko no¢i u PCR masini;

3) Smesa je prebacena na led i reakcija obelezavanja je prekinuta dodavanjem 0,1
volumena rastvora za zaustavljanje reakcije (eng. Stop solution; 200 mM EDTA,
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3.5.7.

4)

5)
6)
7)

8)
9)

pH 8,0, Serva, Nemacka, 0,005% (w/v) glikogen, Roche Life Science,
Nemacka);

U tubu je dodato 3 volumena 96% (v/v) etanola (ZORKA Pharma, Srbija)
ohladenog na -20°C i 0,1 volumen 4 M Li-hlorida (Serva, Nemacka);

Obelezena proba je ostavljena da precipitira na -20°C preko noci;

Smesa je centrifugirana na 13000 rpm/30 min na 4°C;

Supernatant je odliven, a talog je ispran sa 50 pul 70% (v/v) etanola (ZORKA
Pharma, Srbija);

Smesa je centrifugirana na 13000 rpm/10 min na 4°C;

Talog obelezene probe je osusen na sobnoj temperaturi i rastvoren u sterilnoj

vodi bez nukleaza (Qiagen, Nemacka);

10) Obelezena proba je rastvorena u 50 ml standardnog hibridizacionog pufera.

Protokol za 3'obelezavanje DNK standarda za veli¢inu sa digoksigenin-11-
ddUTP-om

1)

2)

Reakciona smesa ukupne zapremine 30 pl sadrzala je: 1x pufer za terminalnu
transferazu (0,2 M Na-kakodilat, 125 mM Tris-HCI, 0,25mg/ml BSA, pH 6,6 na
25 °C, Roche Life Science, Nemacka), 5 uM Co-hlorid (Roche Life Science,
Nemacka), 2,5 pg DNK standarda za velicinu (DNA Molecular Weight Marker
X, Roche Life Science, Nemacka), 0,05 mM DIG-11-ddUTP (Roche Life
Science, Nemacka), 50 U terminalne transferaze (Roche Life Science, Nemacka)
i sterilnu vodu bez nukleaza (Qiagen, Nemacka);

Koraci od 2 do 9 bili su isti kao kod 3.5.6., osim S§to se u koraku 4 za
precipitaciju koristilo 0,5 volumena 3 M amonijum-acetata (Sigma-Aldrich,
SAD), umesto 0,1 volumen 4 M Li-hlorida.
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3.6. Ispitivanje prisustva varijantnih ponovaka uzvodno od 3’ kraja
DMPK ekspanzija digestijom long-range PCR proizvoda enzimom
Ssil

Prisustvo varijantnih ponovaka uzvodno od samog 3’ kraja, prema sredisnjem delu DMPK
ekspanzija, nije moglo biti odredeno usled ograni¢enja RP-PCR-a vezanog za
preferencijalno umnozavanje fragmenata kracih od 250-300 bp (Radvansky, Ficek,
Minarik, et al., 2011). Kako bi se prevazislo ovo ogranicenje, primenjen je
LR-PCR-bazirani Southern blot sa dodatnim korakom Kkoji podrazumeva restrikcionu
digestiju umnozenih DMPK ekspanzija koris¢enjem enzima Ssil (restrikciono mesto
5'-C|CGC-3’, Thermo Fisher Scientific, SAD). U ovom pristupu, poredenje Southern blot
profila digeriranih i nedigeriranih LR-PCR proizvoda kod datog bolesnika moze ukazivati
na prisustvo dodatnih CCG prekida uzvodno od 3’ kraja. Digestija LR-PCR proizvoda sa
Ssil izvrsena je u ukupnoj zapremini od 20 pl, koja je inkubirana na 37°C preko noc¢i u PCR
masini. Reakciona smesa sadrzala je: 1x Buffer O (Thermo Fisher Scientific, SAD), 0,5 U
enzima Ssil (Thermo Fisher Scientific, SAD) i 12,5 ul LR-PCR proizvoda. Digerirani

LR-PCR proizvodi vizuelizovani su primenom Southern blot hibridizacije (Poglavlje 3.5).
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3.7. Odredivanje strukture varijantnih ponovaka uzvodno od 3’ kraja
DMPK ekspanzija sekvenciranjem i repeat-primed PCR-om za

detekciju perfektnih CCG nizova

Pored prethodno navedenog pristupa za ispitivanje prisustva varijantnih ponovaka uzvodno
od samog 3’ kraja, struktura kompletne varijantne DMPK ekspanzije kod osobe DF2-2
odredena je direktnim sekvenciranjem PCR proizvoda (Poglavlje 3.4), s obzirom na to da

su primenjenim protokolom (Saluto et al., 2005) dobijene trake vidljive na agaroznom gelu.

Prisustvo CCG bloka i odredivanje broja CCG ponovaka unutar bloka uradeno je i
RP-PCR-om za detekciju perfektnihn CCG nizova, u kome su koris¢eni prajmeri
VIC-P2-rev, PSCCG i P5 (Tabela 3.1). RP-PCR je raden u ukupnoj zapremini od 10 pl.
Reakciona smesa sadrzala je: 1x GeneAmp® Gold Buffer (Thermo Fisher Scientific, SAD),
2 mM MgCl, (Kapa Biosystems, SAD), 0,2 mM dATP, dTTP, dCTP (Thermo Fisher
Scientific, SAD), 0,2 mM 7-deaza-GTP (New England Biolabs, SAD), 0,05 uM prajmer
P5CCG i 0,5 uM prajmere VIC-P2-rev i P5 (Thermo Fisher Scientific, SAD), 1,325 M
Betain (Serva, Nemacka), 1,25 U AmpliTaq Gold DNK polimeraze (Thermo Fisher
Scientific, SAD), 10-20 ng genomske DNK i sterilnu vodu bez nukleaza (Qiagen,
Nemacka). PCR je vrsen u masini Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD)
prema slede¢cem temperaturnom profilu: inicijalna denaturacija 95°C/15 min, 2 ciklusa
denaturacije 94°C/1 min, hibridizacije prajmera 70°C/1 min i elongacije 72°C/3 min, 3
ciklusa denaturacije 94°C/1 min, hibridizacije prajmera 68°C/1 min i elongacije 72°C/3
min, 4 ciklusa denaturacije 94°C/1 min, hibridizacije prajmera 66°C/1 min i elongacije
72°C/3 min, 5 ciklusa denaturacije 94°C/1 min, hibridizacije prajmera 64°C/1 min |
elongacije 72°C/3 min, 6 ciklusa denaturacije 94°C/1 min, hibridizacije prajmera 62°C/1
min i elongacije 72°C/3 min, 7 ciklusa denaturacije 94°C/1 min, hibridizacije prajmera
60°C/1 min i elongacije 72°C/3 min, 8 ciklusa denaturacije 94°C/1 min, hibridizacije
prajmera 58°C/1 min i elongacije 72°C/3 min, 5 ciklusa denaturacije 94°C/1 min,
hibridizacije prajmera 56°C/1 min i elongacije 72°C/3 min, i finalna elongacija 72°C/10

min. RP-PCR proizvodi analizirani su fragment analizom (Poglavlje 3.3.1).
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3.8. Kvantifikacija somatske nestabilnosti DMPK ekspanzija primenom

single-molecule small-pool PCR-a

U cilju kvantifikacije somatske nestabilnosti varijantnih DMPK ekspanzija i pracenja
njihove dinamike tokom vremena, primenjena je metoda single-molecule SP-PCR. Ova
metoda podrazumeva umnozavanje mutiranih alela iz visestrukih malih pool-ova DNK,
koji sadrze od 0,5 do 10 genomskih ekvivalenata DNK (Gomes-Pereira et al., 2004).
Polaze¢i od navedene koli¢ine DNK, detektuju se jedna do desetak diskretnih traka, od
kojih je svaka dobijena umnozavanjem jednog mutiranog alela. Single-molecule SP-PCR
proizvodi razdvajaju se elektroforezom u agaroznom gelu i detektuju se Southern blot
hibridizacijom pod uslovima koji dozvoljavaju detekciju proizvoda nastalih umnozavanjem
samo jednog mutiranog alela. Usled male pocetne kolicine DNK, ovom metodom ne
favorizuje se predominantno umnozavanje wild-type alela u odnosu na mutirane. Metoda se
odlikuje izuzetnom senzitivnoscéu, ¢ime je moguca detekcija kako najcescih, tako i retkih

alelskih varijanti prisutnih u ¢elijama odredenog tkiva.

Single-molecule SP-PCR izvoden je sa ~30-60 pg DNK (5-10 genomskih
ekvivalenata). Koriscen je prethodno opisani protokol za LR-PCR (Savic et al., 2002), sa
izuzetkom za bolesnika DF2-1, za koga je primenjen protokol za detekciju CGG ekspanzija
u genu FMR1 (Saluto et al., 2005) uz upotrebu prajmera 101 i 102 (Brook et al., 1992)
(Tabela 3.1) i opisana Southern blot hibridizacija (Poglavlje 3.5). Veli¢ina proizvoda
single-molecule SP-PCR-a odredivana je koris¢enjem Core Laboratory Image
Quantification Software - CLIQS (TotalLab Ltd., UK) (Poglavlje 3.5). 1zvodenjem serije
single-molecule SP-PCR-ova, umnozeno je barem 200 alela po uzorku radi dobijanja
verodostojne distribucije ucestalosti mutiranih DMPK alela. Vrednost 10. percentila
distribucije ucestalosti alela koris¢ena je za procenu duzine progenitornog alela (Higham,
2013), kao preciznija i objektivnija mera u odnosu na jasnu donju granicu razmaza
dobijenog LR-PCR-om (Monckton et al., 1995).
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3.9. Ispitivanje metilacije CpG ostrvaca uzvodno i nizvodno od (CTG),

niza u genu DMPK primenom bisulfitnog sekvenciranja

Ispitivanje metilacije CpG ostrvaca uzvodno i nizvodno od CTG ponovaka u genu DMPK
(Slika 3.2), uradeno je bisulfitnim sekvenciranjem. Ova metoda podrazumeva Sangerovo
sekvenciranje PCR proizvoda dobijenih koris¢enjem bisulfitno-konvertovane DNK kao
matrice. Bisulfitna konverzija genomske DNK zasniva na hemijskoj reakciji jednolancane
DNK sa Na-bisulfitom na visokoj temperaturi i niskoj pH vrednosti. Tom prilikom,
nemetilovani citozini (C) konvertuju se u uracil, a nakon PCR-a u timin (T), dok metil
grupa kod 5-metil citozina sprecava reakciju sulfonacije i posledi¢nu konverziju u uracil.
U skladu sa navedenim, prisustvo signala T u elektroforegramima ukazuje na odsustvo
metilacije, dok prisustvo signala C ukazuje na prisustvo 5-metil citozina u datom CpG

ostrvcetu.

Za umnozavanje regiona sa CpG ostrvcima u okolini ponovaka u genu DMPK
iskorisc¢eni su prethodno objavljeni prajmeri (Barbe et al., 2017) za nested i hemi-nested
PCR za uzvodni i nizvodni region, redom (Slika 3.2, Tabela 3.2). Analizirano je 30 CpG
ostrvaca u regionu od ~300 bp uzvodno i 11 CpG ostrvaca u regionu od ~200 bp nizvodno
od (CTG), niza u genu DMPK (Slika 3.2). Ovim su bila obuhvacena i CpG ostrvca u
vezivnim mestima proteina CTCF: 7 CpG ostrvaca u mestu CTCF1 i 3 CpG ostrvca u
mestu CTCF2 (Slika 3.2).

Imaju¢i u vidu ogranicenje bisulfitnog sekvenciranja vezano za nejednaku
zastupljenost Cetiri nukleotida u matriénim lancima bisulfitno-konvertovane DNK, za
optimizaciju su koris¢eni uzorci cetiri bolesnika sa juvenilno adultnom formom DM1 i
¢istim ekspanzijama, kao negativne kontrole, i dva bolesnika sa kongenitalnom formom
DML, kao pozitivne kontrole za metilaciju (Barbe et al., 2017; Steinbach et al., 1998).
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Tabela 3.2. Prajmeri koris¢eni u analizi metilacije CpG ostrvaca uzvodno i nizvodno od
(CTG), niza u genu DMPK sa prikazanim ocekivanim duzinama PCR proizvoda.

Oznaka prajmera  Sekvenca prajmera (Barbe et al., 2017) p]r)(;lii/l:)z{;?tﬁ) )
CTCF1F1 S-TGTYGTYGTTTTGGGTTGTATTG-3'

CTCF1R1 5'-TTCCYGACTACAAAAACCCTTYG-3' 312bp
M13_CTCF1 F2 *5'-TGTAAAACGACGGCCAGTGTTGTATTGGGTTGGTGGTTTA-3’

M13_R CTCF1R2 *5'- CAGGAAACAGCTATGACCTACAAAAACCCTTYGAACCC-3’ 326 p
CTCF2F1 S-TTYGGTTAGGTTGAGGTTT-3'

CTCF2R 5'-TTAACAAAAACAAATTTCCC-3' 204bp
M13_CTCF2 F2 *5'-TGTAAAACGACGGCCAGTTAAATTGTAGGTTTGGGAAG-3’ 207 bp

M13_R_CTCF2R  *5- CAGGAAACAGCTATGACTTAACAAAAACAAATTTCCC-3'

Y — nukleotid C ili T; * — originalni prajmeri su modifikovani dodavanjem sekvence repica
M13 i M13_R koje su prikazane podvuceno.

Bisulfitna konverzija genomske DNK izvrsena je koris¢enjem komercijalnog seta

EZ DNA Methylation-Gold™ Kit (Zymo Research, SAD). Prva runda PCR sa prajmerima
CTCF1 F1 i CTCF1 R1 za uzvodni region i prajmerima CTCF2 F1 i CTCF2 R za nizvodni
region je radena u ukupnoj zapremini od 10 ul prema modifikovanom originalnom
protokolu (Barbe et al., 2017). Reakciona smesa sadrzala je: 1x GeneAmp® Gold Buffer
(Thermo Fisher Scientific, SAD), 2 mM MgCl, (Kapa Biosystems, SAD), 0,2 mM dNTPs
(Thermo Fisher Scientific, SAD), 0,4 uM prajmere (Thermo Fisher Scientific, SAD), 0,5 U
AmpliTag Gold DNK polimeraze (Thermo Fisher Scientific, SAD), 50-100 ng
bisulfitno-konvertovane DNK i sterilnu vodu bez nukleaza (Qiagen, Nemacka). PCR je
vrsen u masini Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) prema slede¢em
temperaturnom profilu: inicijalna denaturacija 95°C/15 min, 40 ciklusa denaturacije
95°C/30 s, hibridizacije prajmera 55°C/30 s i elongacije 72°C/30 s, i finalna elongacija
72°C/10 min.
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Nested i hemi-nested PCR-om dalje je umnozavan 1ul proizvoda prve runde PCR-a
za uzvodni i nizvodni region, redom, u ukupnoj zapremini od 25 pul. Reakciona smesa je
bila identi¢nog sastava, pri ¢emu su koriséeni ,,unutrasnji” prajmeri koji na svom 5’ kraju
poseduju sekvencu repi¢ca M13 ili M13_R i to: prajmeri M13_CTCF1 F2 i M13_R CTCF1
R2 za nested PCR i prajmeri M13_CTCF2 F2 i M13_R_CTCF2 R za hemi-nested PCR.
PCR je vrsen u masini Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) prema sledecem
temperaturnom profilu za touch-down PCR: inicijalna denaturacija 95°C/15 min, 2 ciklusa
denaturacije 94°C/30 s, hibridizacije prajmera 70°C/30 s i elongacije 72°C/30 s, 3 ciklusa
denaturacije 94°C/30 s, hibridizacije prajmera 68°C/30 s i elongacije 72°C/30 s, 4 ciklusa
denaturacije 94°C/30 s, hibridizacije prajmera 66°C/30 s i elongacije 72°C/30 s, 5 ciklusa
denaturacije 94°C/30 s, hibridizacije prajmera 64°C/30 s i elongacije 72°C/30 s, 6 ciklusa
denaturacije 94°C/30 s, hibridizacije prajmera 62°C/30 s i elongacije 72°C/30 s, 7 ciklusa
denaturacije 94°C/30 s, hibridizacije prajmera 60°C/30 s i elongacije 72°C/30 s, 8 ciklusa
denaturacije 94°C/30 s, hibridizacije prajmera 58°C/30 s i elongacije 72°C/30 s, 5 ciklusa
denaturacije 94°C/30 s, hibridizacije prajmera 56°C/30 s i elongacije 72°C/30 s, i finalna
elongacija 72°C/10 min. Umnozeni proizvodi PCR-a precis¢eni su koriséenjem
komercijalnog seta QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Nemacka) i direktno
sekvencirani uz pomo¢ prajmera M13 (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3") i
M13 R (5-CAGGAAACAGCTATGAC-3") i komercijalnog seta BigDye® Terminator
v1.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, SAD) prema prethodno opisanim
protokolima (Poglavlje 3.4).
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GTCCCTAGGCCTGGCCTATCGGAGGCGCTTTCCCTGCTCCTGTTCGCCGTTGTTCTGTCTCGTGCCGCCGC
—————

17016
CCTGGGCTGCATTGGGTTGGTGGCCCACGCCGGCCAACTCACCGCAGTCTGGCGCCGCCCAGGAGCC

L
CTCF1 F1 >

M13 >

CTCF1 F2
GCCcCGCGCTCCCTGAACCCTAGAACTGTCTTCGACTCCGGGGCCCCGTTGGAAGACTGAGTGCCCGG

GGCcACGGcACAGAAGCCGCaeccAacCaecTaecAGTTCACAACCGCTCCGAGCGTGGGTCTCCGCC

17208 17251
CAGCTCCAGTCCTGTGATCCGGGCcCGcccccTAGCGGCCGGGGAGGGAGGGGCLGGGTCCGCGGC

17262
CGGCGAACGGGGCTCGAAGGGTCCTTGTAGCCGGGAATGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCT

1
< CTCF1R1

M13_R
CTCF1 R2 -
GCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGGGGGGATCACAGACCATTTCTTTCTTTCGGCCAGGCTGA

17440 CTCF2 F1
GGCCCTGACGTGGATGGGCAAACTGCAGGCCTGGGAAGGCAGCAAGCCGGGCCGTCCGTGTTCCATC
— M %, i
CTCF2 F2
17465 17488

CTCCACGCACCCCCACCTATCGTTGGTTCGCAAAGTGCAAAGCTTTCTTGTGCATGACGCCCTGCTCTGG

17562
GGAGCGTCTGGCGCGATCTCTGCCTGCTTACTCGGGAAATTTGCTTTTGCCAAACCCGCTTTTTCGGGG

< M13_R
CTCF2R

ATCCCGCGC

Slika 3.2. Nekonvertovana sekvenca regiona gena DMPK, koja obuhvata CTG
ponovke i uzvodna i nizvodna CpG ostrvca, sa pozicijama prajmera koriS¢enih za
bisulfitno sekvenciranje regiona sa CpG ostrvcima. CTG ponovci su zasenceni sivom
bojom. Sekvence vezivnih mesta za protein CTCF, uzvodno i nizvodno od ponovaka,
prikazane su iskoSeno 1 podvu€eno, dok su analizirana CpG ostrvca prikazana
podebljanim i uve¢anim slovima C. Pozicije prajmera oznacene su strelicama, dok su
njihove sekvence date u Tabeli 3.2. Prajmeri CTCF1 F1 i CTCF1 R1 i prajmeri CTCF2 F1
1 CTCF2 R1 kori$¢eni su za umnozavanje uzvodnog i nizvodnog regiona, redom. Prajmeri
M13_CTCF1 F2 i M13_R_CTCF1 R2 i prajmeri M13_CTCF2 F2 i M13_R_CTCF2 R
koris¢eni su za nested i himi-nested PCR, redom, ¢iji su proizvodi bidirekciono
sekvencirani koris¢enjem prajmera M13 1 M13_R. Pozicije prvog i poslednjeg prikazanog
CpG ostrvceta oznacene su prema referentnoj sekvenci NG _009784.1.



3.9.1. Protokol za bisulfitnu konverziju genomske DNK koriS¢enjem seta EZ DNA
Methylation-Gold™ Kit (Zymo Research, SAD)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

U tubu sa praskastim CT reagensom za konverziju dodato je 900 pl sterilne
vode bez nukleaza (Qiagen, Nemacka), 300 pl pufera za razblazivanje M (eng.
M-Dilution Buffer) i 50 pl pufera za rastvaranje M (eng. M-Dissolving Buffer).
Pripremljena smesa je vorteksovana 10 min na sobnoj temperaturi. AKo se
odmah ne iskoristi, rastvoreni CT reagens Cuva se preko no¢i na sobnoj
temperaturi, jednu nedelju na 4°C ili jedan mesec na -20°C;

U mikrotubu zapremine 0,2 ml dodato je 130 ul rastvorenog CT reagensa i 20 pl
uzorka DNK (400-600 ng), smesa je zatim promesana nekoliko puta
pipetiranjem i kratko centrifugirana do 13000 rpm (MiniSpin plus, Eppendorf,
Nemacka);

Pripremljeni uzorci su denaturisani na 98°C/10 min, nakon c¢ega je usledila
reakcija bisulfitne konverzije na 64°C/2,5 h. Ova reakcija je izvodena u masini
Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD). Uzorci su do dalje analize
cuvani na 4°C;

U kolonu smestenu u kolektorskoj tubi dodato je 600 pl pufera za vezivanje M
(eng. M-Binding Buffer) i reakciona smesa sa konvertovanom DNK;

Kolona je zatvorena i rastvor je promeSan izvrtanjem kolone nekoliko puta i
centrifugiran na 10000 rpm/1 min;

Kolektorska tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smeStena u novu
kolektorsku tubu;

Dodato je 100 ul pufera za ispiranje M (eng. M-Wash Buffer) i smesa je
centrifugirana na 10000 rpm/1 min;

Kolektorska tuba sa filtratom je odbafena, a kolona je smeStena u novu
kolektorsku tubu;

Dodato je 200 pl pufera za desulfonovanje M (eng. M-Desulphonation Buffer),
smesa je inkubirana 15-20 min na sobnoj tempearturi i centrifugirana na 10000

rpm/1 min;
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10) Kolektorska tuba sa filtratom je odbacCena, a kolona je smeStena U novu
kolektorsku tubu;

11) Dodato je 200 pl pufera za ispiranje M (eng. M-Wash buffer) i smesa je
centrifugirana na 10000 rpm/1 min;

12) Kolektorska tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smeStena u novu
kolektorsku tubu;

13) Dodato je 200 pl pufera za ispiranje M (eng. M-Wash buffer) i smesa je
centrifugirana na 10000 rpm/1 min;

14) Kolektorska tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smeStena u novu
mikrotubu zapremine 1,5 ml;

15) Dodato je 15 pl pufera za eluciju M (eng. M-Elution buffer) direktno na matriks
kolonu, smesa je inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi i centrifugirana na
13000 rpm/1 min.

16) Eluirani uzorak bisulfitno-konvertovane DNK ¢uvan je na -20°C do upotrebe.
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3.10. Ispitivanje metilacije CCG ponovaka u DMPK ekspanzijama

primenom metil-specifi¢nog repeat-primed PCR-a

U cilju ispitivanja metilacije varijantnih CCG ponovaka u (CTG), nizu gena DMPK,
dizajniran je metil-specifican RP-PCR, koji se od klasi¢nog RP-PCR-a razlikuje po tome
Sto kao maricu koristi bisulfitno-konvertovanu genomsku DNK. Metil-specifican RP-PCR
prvi put je primenjen za detekciju metilacije CGG ekspanzija u genu FMR1 kod FRAXA
bolesnika (Zhou et al., 2006), a kasnije i G4C2 ekspanzija u genu C9ORF72 kod ALS i
FTD bolesnika (Xi et al., 2015), s tim da je interpretacija rezultata bila jednostavnija, jer su

analizirani perfektni nizovi ponovaka koji su potpuno metilovani.

Princip metil-specificnog RP-PCR-a za ispitivanje metilacije CCG ponovaka na 3’
kraju (CTG), niza u genu DMPK predstavljen je na slici 3.3. Genomska DNK DM1
bolesnika sa varijantnim CCG ponovcima se prvo bisulfitno konvertuje, nakon ¢ega se
o¢ekuje da svi nemetilovani citozini u okviru CTG i CCG ponovaka budu pretvoreni u
uracil, odnosno T nakon PCR-a, dok eventualno prisutni 5-metil citozini ostaju neizmenjeni
i ponasaju se kao C u pogledu sparivanja baza. Za svakog bolesnika radi se RP-PCR sa
Kliznim prajmerom za nemetilovane CCG ponovke i RP-PCR-ovi sa odgovaraju¢im
Kliznim prajmerima za metilovane ponovke, u skladu sa utvrdenim obrascem CCG
ponovaka. Odsustvo umnozavanja za nemetilovane CCG ponovke i specificni RP-PCR
profil za metilovane CCG ponovke kod datog bolesnika i obrnuto, ukazuju na postojanje,
odnosno odsustvo metilacije CCG ponovaka u DMPK ekspanzijama (Slika 3.3).
Metil-specifican RP-PCR je kvalitativan ,,da/ne” test, te se ne moze Koristiti za precizno
odredivanje stepena metilacije. Medutim, uspe$no umnozavanje RP-PCR-om sa kliznim
prajmerima kako za nemetilovane tako i za metilovane CCG ponovke kod datog bolesnika

ukazuje na prisustvo heterogene metilacije (Slika 3.3).

S obzirom na to da su lanci bisulfitno-konvertovane DNK medusobno
nekomplementarni, najpre je dizajniran jedinstven prajmer, komplementaran sekvenci
nizvodno od ponovaka u genu DMPK, koji je na svom 5’ kraju fluorescentno obelezen
(FAM-DM1 _rev_bis, Tabela 3.3). U zavisnosti od obrasca varijantnin CCG ponovaka na 3’
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kraju DMPK ekspanzija kod ispitivanih bolesnika, dizajnirani su razliciti klizni prajmeri na
osnovu referentne sekvence NG_009784.1, koji su komplementarni lancu nastalom
ekstenzijom jedinstvenog prajmera. Klizni prajmeri DM1 _for TCG, DM1 for k1,
DM1 for k2 i DM1_for_k3 (Tabela 3.3) mogu da hibridizuju sa ponovcima ukoliko
postoji metilacija citozina u okviru varijantnin CCG ponovaka. Takode, dizajniran je
dodatni klizni prajmer DM1_for_TTG (Tabela 3.3), koji je istovremeno komplementaran
nemetilovanim perfektnim CCG i CTG ponovcima u bisulfitno-konvertovanoj DNK. Svi
Klizni prajmeri su na svom 5’ kraju posedovali sekvencu repi¢ca P3 (Radvansky, Ficek,
Minarik, et al., 2011).

Tabela 3.3. Dizajnirani prajmeri koriséeni u analizi metilacije varijantnin CCG ponovaka
na 3’ kraju DMPK ekspanzija.

Sekvenca prajmera i opis njegove ciljne sekvence u

bisulfitno-konvertovanoj DNK Testirani bolesnici

Oznaka prajmera

5'-FAM-TTCCCAAACCTACAATTTACCCAT-3'

FAM-DML1 rev_bis Jedinstvena sekvenca nizvodno od CTG ponovaka u Svi
genu DMPK
5'-P3-GGAATGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTG-3'

DM1 for TTG Klizni prajmer koji hibridizuje sa perfektnim DF1, DF2, DF3, DF4-1
nemetilovanim CCG i CTG ponovcima
5'-P3-TGTCGTCGTCGTCGTCGTCG-3'

DM1 for TCG Klizni prajmer koji hibridizuje sa nizom od Sest DF2, DF4-1
metilovanih CCG ponovaka
5-P3-TGTTGTCGTTGTCGTTGTCG-3’

DM1_for_k1 Klizni prajmer koji hibridizuje sa metilovanim DF1, DF4-1
sekvencama CCGCTG heksamera
5-P3-TGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTCG-3’

DM1_for_k2 Klizni prajmer koji hibridizuje sa nemetilovanim CTG DF1, DF2, DF3, DF4-1
ponovcima, ali se 3' krajem vezuje za metilovan C
5'-P3-TGTTGTTGTTGTCGTCGTCG-3’

DM1_for_k3 Klizni prajmer koji 3’ krajem hibridizuje sa tri DF3, DF4-1
uzastopna metilovana CCG ponovka

P3 oznacava sekvencu repica (Tabela 3.1) (Radvansky, Ficek, Minarik, et al. (2011)
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Slika 3.3. Sematski prikaz metil-specifi¢nog repeat-primed PCR-a (RP-PCR) za
ispitivanje metilacije CCG ponovaka na 3" kraju (CTG), niza u genu DMPK. Nakon
bisulfitne konverzije DNK DML bolesnika sa varijantnim CCG ponovcima, za svakog
od njih uraden je RP-PCR za nemetilovane i metilovane CCG ponovke, u kojima je
koris¢en jedinstveni, fluorescentno-obelezeni reverzni prajmer DM1_rev_bis. Klizni
prajmer DM1 _for TTG (na slici levo, Tabela 3.3) hibridizuje sa nemetilovanim
CCGJ/CTG ponovcima. Nakon bisulfitne konverzije i PCR-a, CTG i nemetilovani CCG
ponovci postaju TTG ponovci, usled ¢ega se dobija lestvicast RP-PCR profil. Ukoliko je
citozin metilovan, CCG ponovci postaju TCG i prajmer DM1 for TTG ne moze da
hibridizuje sa njima, usled ¢ega se u lestvicastom RP-PCR profilu uocavaju praznine.
Klizni prajmeri DM1_for TCG, DM1 _for_k1, DM1 for_k2 i DM1 for_k3 (na slici
desno, Tabela 3.3) hibridizuju sa CCG ponovcima ukoliko je citozin metilovan, dajuci
RP-PCR profile sa specifi¢nim signalima. Svi Klizni prajmeri na svom 5’ kraju poseduju
sekvencu repi¢a P3. Odredene kombinacije RP-PCR profila sa kliznim prajmerima za
metilovane i nemetilovene CCG ponovke kod datog bolesnika, ukazuju na postojanje ili
odsustvo metilacije varijantnin CCG ponovaka na 3' kraju DMPK ekspanzija, ili na
prisustvo heterogene metilacije. FAM — fluorescentna boja.
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Nakon bisulfitne konverzije genomske DNK (Poglavlje 3.9.1), svaki RP-PCR je
raden u ukupnoj zapremini od 10 pl. Reakciona smesa sadrzala je: 1x GeneAmp® Gold
Buffer (Thermo Fisher Scientific, SAD), 2 mM MgCl, (Kapa Biosystems, SAD), 0,2 mM
dNTP (Thermo Fisher Scientific, SAD), 0,3 uM prajmere FAM-DML1 rev_bis i P3, 0,05
uM odgovarajué¢i klizni prajmer (Thermo Fisher Scientific, SAD), 1 M Betain (Serva,
Nemacka), 0,5 U AmpliTag Gold DNK polimeraze (Thermo Fisher Scientific, SAD),
50-100 ng bisulfitno-konvertovane DNK i sterilnu vodu bez nukleaza (Qiagen, Nemacka).
PCR je vrsen u masini Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) prema slede¢cem
temperaturnom profilu: inicijalna denaturacija 95°C/15 min, 40 ciklusa denaturacije 95°C/1
min, hibridizacije prajmera 60°C/1 min, i elongacije 72°C/2 min, i finalna elongacija
72°C/60 min. Metil-specificni RP-PCR proizvodi analizirani su fragment analizom
(Poglavlje 3.3.1).
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3.11. Ispitivanje metilacije CCG ponovaka u DMPK ekspanzijama
primenom repeat primed PCR-a i genomske DNK digerirane

enzimom Ssil kao matrice

S obzirom na to da je metil-specifican RP-PCR za ispitivanje metilacije varijantnih CCG
ponovaka u DMPK ekspanzijama originalno dizajniran u ovom radu, u cilju potvrde
dobijenih rezultata uradena je dodatna analiza. Primenjen je nizvodni RP-PCR za detekciju
varijantnih CCG ponovaka u (CTG), nizu gena DMPK (Poglavlje 3.3), ali je kao matrica
koris¢ena genomska DNK digerirana restrikcionim enzimom Ssil. Navedeni enzim
prepoznaje restrikciono mesto 5-C|CGC-3' i senzitivan je na CpG metilaciju tako da
enzim ne vrsi digestiju, ako je 5-metil citozin prisutan u restrikcionom mestu. Za svakog
bolesnika radi se nizvodni RP-PCR kako sa Ssil digeriranom DNK tako i sa nedigeriranom
DNK. Ukoliko su CCG ponovci nemetilovani, RP-PCR profili sa Ssil digeriranom DNK
sadrze signale koji su po duzini kra¢i od RP-PCR signala sa nedigeriranom DNK. U
prisustvu metilacije ofekuje se da signali u RP-PCR profilima sa Ssil digeriranom DNK i
RP-PCR profilima sa nedigeriranom DNK budu identi¢ni po duzini. Kao i metil-specifi¢an
RP-PCR, RP-PCR sa genomskom DNK digeriranom enzimom Ssil je kvalitativan ,,da/ne”
test. Medutim, RP-PCR profili koji istovremeno sadrze ocekivane duZzine signala za
digeriranu i nedigeriranu DNK ukazuju na prisustvo heterogene metilacije kod datog
bolesnika.

Digestija genomske DNK enzimom Ssil radena je u ukupnoj zapremini od 30 pl.
Reakciona smesa sadrzala je: 1x Buffer O (Thermo Fisher Scientific, SAD), 5 U enzima
Ssil (Thermo Fisher Scientific, SAD) i 500-800 ng genomske DNK bolesnika sa

varijantnim ponovcima CCG. Reakciona smesa je inkubirana preko noci na 37°C.

Digerirana DNK je zatim korisc¢ena za cetiri reakcije nizvodnog RP-PCR-a u kome
su koriséeni Klizni prajmeri za detekciju varijantnih CCG ponovaka: PACTG-for, GC1_CC,
GC1_CCG i P5CCG (Tabela 3.1). Sastav reakcionih smesa i temperaturni profili reakcija
opisani su u poglavljima 3.3, 3.4 i 3.6. RP-PCR proizvodi analizirani su fragment analizom
(Poglavlje 3.3.1).
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3.12. Ispitivanje metilacije CCG ponovaka u ponovljenim nizovima gena

FMR1 i HTT primenom metil-specifi¢nog repeat primed PCR-a

U cilju provere verodostojnosti metil-specificnog RP-PCR-a za ispitivanje metilacije CCG
ponovaka u (CTG), nizu gena DMPK, koji je originalno dizajniran u ovom radu, analizirani
su drugi lokusi metil-specificnim RP-PCR-om. Kao pozitivna kontrola analizirana je
metilacija CGG ponovaka u genu FMR1. Kao pretpostavljena negativha kontrola
analizirana je metilacija CCG ponovaka u genu HTT. Naime, gen HTT sadrzi region sli¢an
po strukturi DMPK ekspanzijama sa varijantnim CCG ponovcima, u smislu GC bogatih
sekvenci sa kombinacijom ekspanzijama sklonih CAG/CTG ponovaka, pracenih kra¢im
nizovima CCG/GGC ponovaka (Gellera et al., 1996).

Za analizu metilacionog statusa CGG ponovaka u genu FMR1 Kkoris¢eni su
prethodno opisani jedinstveni prajmer Ned-mTPF, klizni prajmer mTPR, i repi¢ TailR
(Zhou et al., 2006) (Tabela 3.4). Primenom ovog metil-specificnog RP-PCR-a moguce je
detektovati metilovane CCG ekspanzije kod decaka sa FRAXA sindromom i zena koje su

heterozigotni nosioci ekspanzije.

Tabela 3.4. Prajmeri korisc¢eni u analizi metilacije CGG ponovaka u genu FMRL1.

Oznaka prajmera  Sekvenca prajmera (Zhou et al., 2006) i opis njegove ciljne sekvence

5'-NED-CCGCTACCAAAAAACGTACGACAACGCG-3’

NED-mTPF Jedinstvena sekvenca uzvodno od CGG ponovaka u genu FMR1
5'-TACCGATACGCATCCCAGTTTGTCAGC(TCG)g-3'
mTPR . - - . .
Klizni prajmer koji hibridizuje sa metilovanim CGG ponovcima
TailR 5'- TACCGATACGCATCCCAGTTTGTCAGC-3’

Repi¢ koji hibridizuje sa podvuc¢enom sekvencom u prajmeru mTPR

Nakon bisulfitne konverzije genomske DNK (Poglavlje 3.9.1), RP-PCR je raden u
ukupnoj zapremini od 10 pl. Reakciona smesa sadrzala je: 1x GeneAmp® Gold Buffer
(Thermo Fisher Scientific, SAD), 2 mM MgCI, (Kapa Biosystems, SAD), 0,2 mM dATP,
dTTP, dCTP (Thermo Fisher Scientific, SAD), 0,2 mM 7-deaza-GTP (New England
Biolabs, SAD), 0,4 uM prajmere Ned-mTPF i TailR, 0,05 uM klizni prajmer mTPR
(Thermo Fisher Scientific, SAD), 1,325 M Betain (Serva, Nemacka), 1 U AmpliTaq Gold
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DNK polimeraze (Thermo Fisher Scientific, SAD), 50-100 ng bisulfitno-konvertovane
DNK i sterilnu vodu bez nukleaza (Qiagen, Nemacka). PCR je vrsen u masini Veriti®
Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) prema prethodno opisanom temperaturnom
profilu (Poglavlje 3.7). RP-PCR proizvodi analizirani su fragment analizom (Poglavlje
3.3.1).

Imajuéi u vidu da metilacija tri relativno kratka niza neperfektnih CCG ponovaka,
koji se nalaze neposredno nizvodno od ekspanzijama sklonih CAG ponovaka u genu HTT i
kodiraju poliprolinske nizove u proteinu hantingtin (Gellera et al., 1996), nije ispitivana, u
ovoj studiji dizajniran je metil-specifican RP-PCR. Prvo je dizajniran jedinstven
fluorescentno obelezen nizvodni prajmer FAM-HD rev_bis, a zatim i specifi¢ni setovi
kliznih prajmera na osnovu referentne sekvence NG_009378.1 (Tabela 3.5). U analizi
prvog polimorfnog CCG niza koriséeni su prethodno navedeni Kklizni prajmeri
DML1 for_TTG (specifican za nemetilovanu sekvencu) i DM1 _for_ TCG (specifican za
metilovanu sekvencu) (Tabela 3.3). U analizi nizvodnih CpG ostrvaca, koris¢eni su klizni
prajmeri HD k1 TG - HD_k4 TG, koji mogu da hibridizuju sa nemetilovanom
sekvencom, i Klizni prajmeri HD k1 CG - HD k4 CG, koji mogu da hibridizuju sa
metilovanom sekvencom (Tabela 3.5). Slicno metil-specificnom RP-PCR za varijantne
CCG ponovake u genu DMPK (Poglavlje 3.10), obrazac dobijenih signala, koris¢enjem
odgovarajuc¢ih prajmera za nemetilovanu i metilovanu sekvencu, ukazuje na metilacioni
status regiona gena HTT bogatog CCG ponovcima.

Nakon bisulfitne konverzije genomske DNK (Poglavlje 3.9.1), RP-PCR je raden u
ukupnoj zapremini od 10 pl. Reakciona smesa sadrzala je: 1x GeneAmp® Gold Buffer
(Thermo Fisher Scientific, SAD), 2 mM MgCl, (Kapa Biosystems, SAD), 0,2 mM dNTP
(Thermo Fisher Scientific, SAD), 0,3 uM prajmere FAM-HD rev_bis i P3, 0,05 uM
odgovarajuc¢i klizni prajmer (Thermo Fisher Scientific, SAD), 1 M Betain (Serva,
Nemacka), 0,5 U AmpliTag Gold DNK polimeraze (Thermo Fisher Scientific, SAD),
50-100 ng bisulfitno-konvertovane DNK i sterilnu vodu bez nukleaza (Qiagen, Nemacka).
PCR je vrsen u masini Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) prema slede¢cem
temperaturnom profilu: inicijalna denaturacija 95°C/15 min, 30 ciklusa denaturacije 95°C/1
min, hibridizacije prajmera 60°C/1 min, i elongacije 72°C/1 min, i finalna elongacija
72°C/10 min. RP-PCR proizvodi analizirani su fragment analizom (Poglavlje 3.3.1).
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Tabela 3.5. Dizajnirani prajmeri kori$¢eni u analizi metilacije CCG ponovaka nizvodno
smestenih u odnosu na CAG ponovke u genu HTT.

DuzZina PCR

Oznaka prajmera  Sekvenca prajmera i opis njegove ciljne sekvence proizvoda (bp)

EAM-HD rev bis 5’-FAM-CCTCATAAACTCTAAATTACTAAATCAC-3’ /
- - Jedinstvena sekvenca nizvodno od CAG ponovaka u genu HTT

HD_k1_CG YPI-AGTCGTCGTCGTACCTATAGTC S 275
- = Jedinstveni prajmer koji hibridizuje sa metilovanom sekvencom

5'-P3-TAGTTGTTGTTGTAGGTATAGTTG-3’
HD k1 TG . — o - 276
- = Jedinstveni prajmer koji hibridizuje sa nemetilovanom sekvencom

HD_k2_CG YPSAGTCGTAGTCGT TTTCCTCGTC S 242
- - Jedinstveni prajmer koji hibridizuje sa metilovanom sekvencom

5-P3-TAGTTGTAGTTGTTTTTGTTGTTGT-3’
HD k2 TG . L e . 243
- - Jedinstveni prajmer koji hibridizuje sa nemetilovanom sekvencom

HD k3 CG 5 -RS-TCG_TT'ItTCGT(_:_G'_I’TA‘_I’Tf:GGTT(?-3 292
- - Jedinstveni prajmer koji hibridizuje sa metilovanom sekvencom

5-P3-TTGTTGTTTTTGTTGTTATTTGGTTTGG-3’
HD k3 TG . . L . 225
- = Jedinstveni prajmer koji hibridizuje sa nemetilovanom sekvencom

5'-P3-GTTGAGGAGTCGTTGTATCGATC-3’
HD_k4_CG . N o . 192
- - Jedinstveni prajmer koji hibridizuje sa metilovanom sekvencom

5-P3-GTTGAGGAGTTGTTGTATTGATTG-3’
HD k4 TG . o e . 192
- - Jedinstveni prajmer koji hibridizuje sa nemetilovanom sekvencom

P3 oznacava sekvencu repica prema Radvansky, Ficek, Minarik, et al. (2011).
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3.13. Statisti¢ka obrada rezultata

Za poredenja nominalnih promenljivih (udeo medugeneracijskih kontrakcija u odnosu na
ekspanzije, udeo majc¢inih u odnosu na oceva prenosenja, udeo bolesnika suspektnih na
DML1 u odnosu na DM2) izmedu grupa DM1 bolesnika sa i bez varijantnih ponovaka,

koriscen je Fiserov egzaktni test.

Kako bi se odabrao odgovarajuci test za statisticka poredenja kontinualnih
promenljivih izmedu grupa DM1 bolesnika sa varijantnim i ¢istim ekspanzijama (uzrast
pocetka bolesti i stepen miotonije izrazen u sekundama), najpre je linearnom regresijom
testirana korelacija klini¢ckih promenjivih sa duzinom progenitornog alela u grupi bolesnika
sa juvenilno-adultnom formom DM1 bez varijantnih ponovaka. U slucaju odsustva
korelacije izmedu broja CTG ponovaka i ispitivanih klinickih promenljivih, poredenja su
vrsena Wilcoxon-Mann-Whitney testom, nakon provere normalnosti distribucije
Shapiro-Wilk testom. Sa druge strane, u slu¢aju postojanja korelacije izmedu broja
ponovaka i ispitivanih Klini¢ckih promenljivih, parametri dobijenog modela linearne

regresije koriséeni su za procenu mogucih odstupanja.

Za ispitivanje tkivne specificnosti somatskog mozaicizma, distribucije ucestalosti
alela iz celija krvi i bukalne sluznice poredene su kod pojedinacnih bolesnika
Wilcoxon-Mann-Whitney testom, nakon provere normalnosti distribucije Shapiro-Wilk

testom.

Za karakterizaciju mutacione dinamike DMPK ekspanzija u ¢elijama krvi, zapazene
i ocekivane vrednosti nivoa somatske nestabilnosti poredene su u svakoj grupi bolesnika
Wilcoxon signed-rank testom. Razlika u broju ponovaka izmedu 10. i 90. percentila
distribucije ucestalosti alela koris¢ena je kao mera zapazenog nivoa somatske nestabilnosti
(Higham, 2013; Morales et al.,, 2012). Za ispitivanje ocekivanog nivoa somatske
nestabilnosti, razmatrani su modeli linearne regresije koji korelisu somatsku nestabilnost sa
duzinom progenitornog alela i uzrastom uzorkovanja (Morales et al., 2012). Modeli
linearne regresije su ponovno testirani upotrebom 10. percentila distribucije ucestalosti

alela, kao mere za veli¢inu progenitornog alela, na uzorku koji je obuhvatio 136 bolesnika
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sa ¢istim DMPK ekspanzijama (dalje oznacena kao referentna grupa) (Morales et al., 2012)
I bolesnike analizirane u ovoj studiji (one sa varijantnim ponovcima i iz kontrolne grupe
opisane u Poglavlju 3.1). Ponovno testiranje izvrseno je odvojeno za prvu i drugu
vremensku ta¢ku uzorkovanja krvi (Tabela 8.2.1). Modelom 8* objasnjeno je 90% ukupne
varijabilnosti u somatskoj nestabilnosti u obema vremenskim tackama. 1z tog razloga ovaj
model je koris¢en za procenu ocekivanog nivoa somatske nestabilnosti kod DM1 bolesnika

sa varijantnim DMPK ekspanzijama i kontrolne grupe.

Za ispitivanje meduindividualne varijabilnosti u somatskoj nestabilnosti razmatrana
je rezidualna varijansa modela 8*. Rezidualna varijansa ovog modela odrazava
individualne razlike u nivou somatske nestabilnosti koje nisu objaSnjene nezavisnim
promenjivim (duzinom progenitornog alela i uzrastom uzorkovanja), ve¢ drugim
individualno-specifiénim faktorima (genetickim i sredinskim) (Morales et al., 2012). Svi
reziduali su standardizovani na srednju vrednost nula i standardnu devijaciju (SD) jedan.
Standardizovani reziduali poredeni su izmedu DMI1 bolesnika ispitivanih u ovoj studiji
(onih sa varijantnim ponovcima i iz kontrolne grupe opisane u poglavlju 3.1) i referentne
grupe DM1 bolesnika (Morales et al., 2012) Wilcoxon-Mann-Whitney testom, nakon

provere normalnosti distribucije Shapiro-Wilk testom.

Za karakterizaciju mutacione dinamike somatske nestabilnosti u c¢elijama krvi
tokom vremena, distribucije ucestalosti alela iz dveju vremenskih ta¢aka poredene su za
svakog bolesnika Wilcoxon-Mann-Whitney testom. Dodatno, zapaZzena i ocekivana
povecanja veliine ekspanzije tokom vremena poredena su u svakoj grupi bolesnika
Wilcoxon signed-rank testom. Ocekivano povecanje veli¢ine ekspanzije tokom vremena
procenjivano je koriS¢enjem modela linerane regresije, koji objasnjava ~56% varijabilnosti
dvema nezavisnim promenljivim: modalnom veli€éinom ekspanzije 1 vremenskim
intervalom izmedu uzorkovanja (Martorell et al., 1998). S obzirom na to da se veliki broj
alela umnozen single-molecule SP-PCR-om uglavnom odlikuje distribucijom ucestalosti
koja odstupa od normalne, razmatrana je vrednost moda kao odgovaraju¢a mera modalne
veli¢ine ekspanzije. U originalnoj studiji, modalna veli¢ina ekspanzije odredivana je kao

taCka najveceg intenziteta trake na rendgenskom filmu genomskog Southern blota ili u
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srediStu razmaza za veoma difuzne trake (Martorell et al., 1998). Zapazeno povecanje
veli¢ine ekspanzije tokom vremena predstavljalo je razliku izmedu vrednosti moda u prvoj i

drugoj vremenskoj tacki.

Za karakterizaciju mutacione dinamike DMPK ekspanzija bez dela koji sadrzi
prekide (dalje ozna¢en kao 5’ kraj) u ¢elijama krvi i tokom vremena, kori§¢en je gore
opisani pristup za cele ekspanzije. Veli¢ina 5" kraja dobijena je oduzimanjem
odgovarajuceg dela sa prekidima na 3’ kraju od svakog detektovanog alela u pojedinaénom
uzorku. Ponovno testiranim modelom 8** (Morales et al., 2012) za obe vremenske tacke
uzorkovanja pokazano je da duZina progenitornog alela i uzrast uzorkovanja objaSnjavaju

90% ukupne varijabilnosti u somatskoj nestabilnosti (Tabela 8.2.2).

Za ispitivanje uzrasta pocetka bolesti, zapazen 1 ocekivan uzrast poredeni su u
svakoj grupi bolesnika Wilcoxon signed-rank testom. Zapazenom vredno$éu uzrasta
pocetka bolesti smatrala se ona koju je svaki bolesnik saopstio. Za procenu ocekivane
vrednosti uzrasta pocetka bolesti, koris¢eni su slede¢i modeli linearne regresije (Morales et
al., 2012): modeli 9 i 10, koji koreliSu uzrast pocetka bolesti sa duzinom progenitornog
alela, 1 model 11, koji koreliSe uzrast pocetka bolesti sa duzinom progenitornog alela 1
rezidualnom varijansom somatske nestabilnosti iz modela 8*. Modeli su ponovno testirani
upotrebom 10. percentila distribucije ucestalosti alela, kao mere za veli¢inu progenitornog
alela, na uzorku od 121 simptomatskog bolesnika iz referentne grupe (Morales et al., 2012)
i bolesnike analizirane u ovoj studiji (one sa varijantnim ponovcima i iz kontrolne grupe
opisane u poglavlju 3.1). Ponovno testiranje je izvrSeno odvojeno za prvu i drugu
vremensku tacku uzorkovanja Kkrvi (Tabela 8.2.3). Ponovno testiranim modelima
objasnjeno je ~43% (model 9%), ~49% (model 10*) i ~55% (model 11*) ukupne
varijabilnosti uzrasta pocetka bolesti (Tabela 8.2.3). Dalje su za procenu ocekivanog

uzrasta pocetka bolesti koriS¢eni modeli 10* 1 11%*.

Za ispitivanje meduindividualne varijabilnosti uzrasta pocetka bolesti,
standardizovani reziduali iz modela 10* i 11* poredeni su izmedu bolesnika analiziranih u

ovoj studiji (onih sa varijantnim ponovcima i iz kontrolne grupe opisane u poglavlju 3.1) i
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referentne grupe (Morales et al., 2012) Wilcoxon-Mann-Whitney testom, nakon provere
normalnosti distribucije Shapiro-Wilk testom. Rezidualna varijansa u modelu 10* odrazava
individuale razlike u uzrastu pocetka bolesti koje nisu objasnjene duzinom progenitornog
alela. Rezidualna varijansa u modelu 11* odrazava individuale razlike u uzrastu pocetka
bolesti koje nisu objasnjene duzinom progenitornog alela i meduindividualnom
varijabilnos¢u u somatskoj nestabilnosti prema modelu 8*. Za procenu doprinosa
meduindividualne varijabilnosti u somatskoj nestabilnosti, standardizovani reziduali
modela 11* poredeni su sa standardizovanim rezidualima modela 10* u svakoj grupi

bolesnika Wilcoxon signed-rank testom.

Sve statisticke analize uradene su u osnovnom statisticCkom paketu softverskog
okruzenja R ver 3.3.3 (R Development Core Team, 2016). Odredene analize su izvrSene za
obe vremenske tacke uzorkovanja. U svim analizama, nivo statisticke znacajnosti definisan

je pragom P<0.05 (dvosmerna P vrednost, eng. two-tailed p value).
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4. Rezultati

4.1. Strukture varijantnih ponovaka na 3’ kraju DMPK ekspanzija i

opste klinicke karakteristike bolesnika

DNK je uspesno izolovana iz uzoraka periferne krvi i bukalnih briseva ispitanika. Na
nativnu formu izolovanih DNK, kao i koris¢enih uzoraka iz DM1, FRAXA i HD banki
DNK uzoraka Centra za humanu molekularnu genetiku Bioloskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu, ukazivalo je prisustvo diskretne trake na 0,8% agaroznom gelu. Kvantifikacijom
DNK fluorometrijskom metodom izmerena je koncentracija u opsegu od 10-100 ng/ul, sto

je bilo zadovoljavajuce za planirane molekularno-geneticke analize.

Pretraga krajeva DMPK ekspanzija nizvodnim RP-PCR-om otkrila je prisustvo
varijantnih ponovaka na 3’ kraju kod 9 od 243 ispitanih bolesnika (3,7%) iz 5 od 174
porodice sa DML1 (2,9%). Na 5’ kraju DMPK ekspanzija nisu detektovani varijantni ponovci

u ispitivanoj grupi.
4.1.1. Porodica DF1

Porodica DF1 ukljucivala je majku (DF1-1) i dva sina (DF1-2 i DF1-3). Majka je imala
Klinicku dijagnozu DM1, dok su njeni sinovi ispoljavali atipi¢nu klinicku sliku, koju je
odlikovalo odsustvo karakteristicnin  DM1 simptoma (perkusione miotonije, ptoze,
katarakte i hipotrofije misi¢a). 1znenadujuce je bilo prisustvo hipertrofije listova, simptoma
koji pre ukazuje na DM2. Medutim, i uzvodni i nizvodni RP-PCR potvrdili su prisustvo
ekspanzije CTG ponovaka u genu DMPK (Slika 4.1), dok je DM2 mutacija iskljuc¢ena.
Nizvodni RP-PCR profili odlikovali su se istovetnim neregularnostima kod sva tri ¢lana
porodice, koje su se ogledale u zna¢ajnim prazninama i padu intenziteta signala (Slika 4.1).
S druge strane, umnozavanje sa 5’ kraja dalo je lestvicast obrazac signala, ocekivan za
DMPK ekspanziju (Slika 4.1). RP-PCR analize upotrebom prajmera GC1_CC ili
GC1_CCG (Tabela 3.1), ukazale su na verovatno prisustvo varijantnin CCG ponovaka na 3’
kraju DMPK ekspanzije (Slika 4.1).
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Slika 4.1. Identlflkacua varijantnih CCG ponovaka u DMPK ekspanzijama kod
bolesnika DF1-1 i DF4-1. (A) Praznine i padovi u intenzitetu signala (oznaceni
strelicama) u nizvodnim RP-PCR profilima ukazali su na to da 3' kraj ekspanzija sadrzi
varijantne ponovke, koji spre¢avaju uspesno vezivanje kliznog prajmera P4CTG-for,
koji hibridizuje sa ¢istim CTG ponovcima. (B) Uzvodni RP-PCR profili bili su
lestvicasti sa signalima udaljenim 3 bp i opadajuc¢im intenzitetom sa povecanjem duzine
umnozenog proizvoda. Ovakav profil nastaje usled hibridizacije prajmera PACAG-rev
za Ciste nizove CTG ponovaka i1 ukazuje na odsustvo varijantnih ponovaka na 5' kraju.
Specifi¢ni signali u RP-PCR profilima sa kliznim prajmerom GC1_CC, koji detektuje
pojedina¢ne CCG ponovke u nizu CTG ponovaka (C) i kliznim prajmerom GC1_CCG,
koji detektuje CCG ponovke u CCGCTG heksamerima (D), ukazali su na prisustvo
CCG varijantnih ponovaka u DMPK ekspanzijama. (E) Ekektroforegrami sekvenci
RP-PCR proizvoda, dobijenih koriS¢enjem kliznih prajmera GC1_CC 1 GC1_CCG 1
sekvenciranih prajmerom P2-rev, koji hibridizuje nizvodno od ponovaka. Prikazane su
sekvence komplementarnog antisense lanca DNK, pri ¢emu su CCG prekidi oznaceni
crnim kvadratima. Preklapajuéi signali na odredenim pozicijama mogu se objasniti
ograni¢enjima reakcije sekvenciranja i/ili somatskim mozaicizmom ekspanzija. Profili i
sekvence drugih &lanova porodice DF1 (DF1-2 i DF1-3) bili su identi¢ni onima kod °9
DF1-1.



Sangerovo sekvenciranje RP-PCR proizvoda otkrilo je istovetan obrazac prekida
kod sva tri c¢lana porodice koji se odlikovao prisustvom CCGCTG heksamera:
(CTG)n(CCGCTG)3(CTG)4(CCGCTG),CTGCCG(CTG)17 (Slike 4.1 i 4.4). Velicine
progenitornih alela kod DF1-1, DF1-2 i DF1-3, procenjene kao donja granica razmaza na
LR-PCR-baziranom Southern blotu, iznosile su ~520, ~350 i ~450 ponovaka, redom (Slika
4.5).

4.1.2. Porodica DF2

U porodici DF2, sveukupna klini¢ka prezentacija oca (DF2-1) ukazivala je na DM1, ali se
odlikovala ponekim atipicnim simptomima, kao sto su sli¢éna zahvacenost proksimalnih i
distalnih misica, sto je pre odlika DM2, i krilate lopatice. Njegova kéerka (DF2-2) je imala

samo blagu semiptozu i blagu perkusionu mitoniju.

Nizvodni RP-PCR profili bili su identi¢ni kod DF2-1 i DF2-2 i odlikovali su se
znacajnim padom u intenzitetu signala i velikom prazninom, sto je ¢ak moglo navesti na
lazno-negativan rezultat (Slika 4.2). Medutim, uzvodni RP-PCR je dao lestvic¢ast obrazac
signala tipican za trinukleotidne ekspanzije. RP-PCR upotrebom prajmera GC1_CC ukazao
je na verovatno prisustvo pojedinac¢nin CCG prekida, dok je umnozavanje prajmerom
GC1_CCG bhilo neuspesno (Slika 4.3). Sangerovim sekvenciranjem GC1 CC PCR
proizvoda utvrden je sledec¢i obrazac prekida: (CTG),CCG(CTG);CCG(CTG);, (Slika 4.4).
Koris¢enim protokolom za LR-PCR-bazirani Southern blot (Savic et al., 2002)
umnozavanje DMPK ekspanzije u ovoj porodici je izostalo. Medutim, umnozavanje je bilo
uspesno koris¢enjem PCR-a optimizovanog za umnozavanje CGG ekspanzija u genu FMR1
(Saluto et al., 2005), pracenog Southern blot hibridizacijom, i odredene su duzine
progenitornih alela od ~320 ponovaka kod oca (DF2-1) i ~200 ponovaka kod kcerke (DF2-
2) (Slika 4.5).
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Slika 4. 2 Uzvodni i nIZVOan RP PCR prof|I| u porodlcama DF2 (DF2 1i DF2 2)
DF3 (DF3-1 i DF3-2) i DF5 (DF5-1, DF5-2 i DF5-3). (A) Praznine i padovi u
intenzitetu signala (oznaceni strelicama), uoceni u nizvodnim RP-PCR profilima
koris¢enjem kliznog prajmera PACTG-for koji hibridizuje sa ¢istim CTG ponovcima,
ukazali su na prisustvo varijantnih ponovaka na 3’ kraju DMPK ekspanzija. U porodici
DF2 znacajni pad u intenzitetu signala sa velikom prazninom je ¢ak mogao navesti na
lazno-negativan rezultat. U porodici DF5, nepravilnosti u nizvodnom RP-PCR profilu
uocene su samo kod bolesnika DF5-2, ukazuju¢i na to da je kod ovog ¢lana porodice
varijantni ponovak nastao de novo. (B) Uzvodni RP-PCR kori$¢enjem kliznog prajmera
P4CAG-rev, koji hibridizuje za Ciste nizove CTG ponovaka, proizveo je lestvicaste
profile, karakteristi¢ne za Ciste nizove CTG ponovaka na 5’ kraju.
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Slika 4.3. Nizvodni RP-PCR profili sa prajmerima specifi¢nim za detekciju CCG
ponovaka u porodicama DF2 (DF2-1 i DF2-2) i DF3 (DF3-1 i DF3-2). (A) RP-PCR
profili sa kliznim prajmerom GC1_CC, koji detektuje pojedinacne CCG ponovke u nizu
CTG ponovaka, u porodicama DF2 (DF2-1 i DF2-2) i DF3 (DF3-1 i DF3-2) ukazali su
na prisustvo pojedinacnih CCG ponovaka na 3’ kraju ekspanzije. (B) RP-PCR profili sa
kliznim prajmerom GC1_CCG, koji detektuje CCG ponovke u CCGCTG heksamerima,
pokazuju neuspesno vezivanje ovog prajmera, usled obrazaca prekida koji se nisu
karakterisali prisustvom CCGCTG heksamera. (C) RP-PCR profili sa kliznim
prajmerom P5CGG, koji hibridizuje sa ¢istim nizom od barem cetiri CCG ponovka,
odlikovali su se lestvicastim obrascem signala u porodici DF2 (DF2-1 i DF2-2),
ukazujuci na prisustvo dugog bloka CCG ponovaka na 3’ kraju ekspanzije.
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4.1.3. Porodica DF3

Porodica DF3 ukljucivala je majku (DF3-1) i kéerku (DF3-2). Prvi klinicki pregled kod
majke upucivao je na DM2, s obzirom na starosnu dob, zahvaéenost proksimalnih misica
nogu i blagu miotoniju. Kcéerka je pokazivala samo blagu semiptozu i segmentnu
hipotrofiju vastus medialisa. Geneticko testiranje za DM2 je bilo negativno, dok je za DM1
pokazalo da se nizvodni RP-PCR profili odlikuju istovetnim neregularnostima kod oba

¢lana porodice DF3, ukazujuc¢i na moguce prisustvo prekida na 3’ kraju DMPK ekspanzije
(Slika 4.2).

Koris¢enjem prajmera GC1_CC u RP-PCR-u ukazalo je na verovatno prisustvo
pojedina¢nih CCG prekida, dok je umnoZavanje prajmerom GC1_CCG bilo neuspe$no
(Slika 4.3). Sangerovim sekvenciranjem GC1_CC PCR proizvoda utvrdeno je prisustvo
kratkih CCG nizova 1 pojedinacnih CCG ponovaka rasutih na 3' kraju ekspanzije sa
slede¢im obrascem prekida (CTG)n(CCG)3(CTG)6(CCG)3(CTG),CCG(CTG)s
CCG(CTG)s (Slika 4.4). Velicine progenitornih alela prema LR-PCR-baziranom Southern
blotu iznosile su: ~240 ponovaka kod DF3-1 i ~180 ponovaka kod DF3-2 (Slika 4.5).

4.1.4. Bolesnik DF4-1

Jo$ jedna varijantna DMPK ekspanzija otkrivena je kod zenskog indeks bolesnika DF4-1.
Jedan od njenih simptoma bila je sli¢na zahvacenost proksimalnih 1 distalnih miSica, §to je
pre moglo ukazivati na DM2. Sli€no prethodno opisanim sluc¢ajevima, DM2 je geneticki
iskljuéena, a nepravilnosti u nizvodnim RP-PCR profilima predstavljali su indikaciju za
prisustvo prekida u DMPK ekspanziji (Slika 4.1). Koris¢enje prajmera GC1 _CCG u
RP-PCR-u ukazalo je na prisustvo CCG prekida u vidu CCGCTG heksamera na 3’ kraju
ekspanzije (Slika 4.1). Zaista, Sangerovim sekvenciranjem ovih PCR proizvoda potvrdeni
su CCGCTG heksameri i detektovani kratki CCG blokovi na 3’ kraju sa slede¢im obrascem
(CTG),CCG(CCGCTG)4CTG(CCGLCTG),CTG(CCGCTG),(CTG)5(CCG)4(CTG)s(CCG)3
(CTG)2 (Slika 4.4). PCR-om optimizovanim za umnozavanje CGG ekspanzija u genu
FMR1 (Saluto et al., 2005) procenjena je veli¢ina progenitornog alela od ~300 ponovaka
(Slika 4.5).
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4.1.5. Porodica DF5

U porodici DF5, koja je ukljucivala asimptomatskog oca (DF5-1) i dve kcerke (DF5-2 i
DF5-3), DMPK ekspanzija potvrdena je kod sva tri ¢lana uzvodnim RP-PCR-om, koji se
odlikovao ocekivanim lestvicastim obrascem signala. Nizvodni RP-PCR je rezultovao
lestvi¢astim obrascem signala samo za bolesnike DF5-1 i DF5-3, dok se profil kod DF5-2
odlikovao neobi¢nim padom intenziteta nekoliko signala, ukazujuéi na prisustvo varijantnih
ponovaka na 3’ kraju (Slika 4.2). Nakon Sangerovog sekvenciranja nizvodnih RP-PCR
proizvoda, identifikovan je jedan CTC ponovak ekspanzije sa obrascem
(CTG),CTC(CTG)25 (Slika 4.4). S obzirom na to da su kod oca (DF5-1) i sestre (DF5-3)
identifikovane ¢iste DMPK ekspanzije, zakljuceno je da je CTC varijantni ponovak kod
DF5-2 nastao de novo. LR-PCR-baziranim Southern blot-om pokazano je da DF5-1
poseduje protomutaciju (~80 ponovaka), dok su veli¢ine progenitornih alela kod DF5-2 i
DF5-3 bile ~250 i ~300 ponovaka, redom (Slika 4.5). Obe kéerke imale su slican uzrast
pocetka bolesti, ali se DF5-2 odlikovala pojedinim osobenostima koje nisu zapazene u
klini¢koj slici kod DF5-3: potpuno normalna snaga sternokleidomastoidnog misi¢a i veoma
blaga miotonija Sake. Dodatne razlike u klini¢koj prezentaciji izmedu sestara nisu

primecene.
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Slika 4.4. Sematska struktura DMPK ekspanzija u DM1 porodicama. Kod osam
bolesnika identifikovani su CCG ponovci organizovani kao pojedinacni, kratki ili dugi
pravilni nizovi, ili kao pojedinacni ili nizovi CCGCTG heksamera. Kod jednog
bolesnika prvi put je opisana DMPK ekspanzija sa de novo nastalim CTC ponovkom.
Svaki kvadrat predstavlja pojedina¢ni ponovak. CTG ponovci prikazani su belim, CCG
crnim, a CTC sivim kvadratom. Usled ograni¢enja RP-PCR-a da umnozava fragmente
vec¢e od 250-300 bp, nejasnoce u pogledu tacne strukture alela uzvodno od samog 3'
kraja prikazane su znacima pitanja. Opsezi veli¢ina ekspandovanih alela odredeni su
LR-PCR-baziranim Southern blotom, pri ¢emu donja granica opsega odgovara veli¢ini
progenitornog alela.
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4.2. Strukture varijantnih CCG ponovaka uzvodno od 3’ kraja DMPK

ekspanzija

Southern blot profili, nakon digestije LR-PCR proizvoda enzimom Ssil, karakterisali su se
serijom diskretnih traka ¢iji je opseg velicina kod svih bolesnika bio pomeren ka kra¢im
alelima u poredenju sa opsegom velicina na Southern blot profilima bez restrikcione
digestije (Slika 4.5). Usled nedovoljne rezolucije 0,8% agaroznog gela, razlika u opsezima
veli¢ina za digerirane i nedigerirane LR-PCR proizvode nedvosmisleno je ukazivala na
prisustvo dodatnin CCG prekida samo u porodici DF2, dok je kod drugih analiziranih
bolesnika dodatno potvrdila prisustvo CCG ponovaka, prethodno identifikovanih na samom
3’ kraju. Zaista, Sangerovo sekvenciranje cele ekspanzije bolesnika DF2-2 identifikovalo je
kontinuirani niz od ~40 CCG ponovaka, pored dva pojedinacna CCG ponovaka na samom
3" kraju (Slika 4.4). Kako bi se proverilo prisustvo navedenog CCG bloka kod njenog oca
(DF2-1), primenjen je RP-PCR sa kliznim prajmerom P5CCG. RP-PCR profili ukazali su
na prisustvo bloka od ~36 CCG ponovaka kod DF2-1 i potvrdili postojanje bloka od ~40
CCG ponovaka kod DF2-2 (Slika 4.3). 1z dobijenih profila se dodatno moglo zakljuciti da

se oba CCG bloka nalaze na istom rastojanju od 3' kraja ekspanzije.
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Slika 4.5. LR-PCR-bazirani Souhern blot za detekciju DMPK ekspanzija i
varijantnih CCG ponovaka. (A) Za porodice DF1 i DF2, i bolesnike DF3-1 i DF4-1
prikazane su po dve LR-PCR reakcije koje su uradene sa ~300 pg DNK, bez (-) i sa (+)
digestijom LR-PCR proizvoda enzimom Ssil. Restrikciono mesto enzima Ssil je C|CGC,
tako da digestija LR-PCR proizvoda ukazuje na prisustvo CCG ponovaka. Kraci aleli u
profilima digeriranih LR-PCR proizvoda u odnosu na nedigerirane potvrduju prisustvo
CCG ponovaka identifikovanih Sangerovim sekvenciranjem RP-PCR proizvoda, a kod
porodice DF2 ukazuju na prisustvo dodatnih CCG ponovaka. (B) LR-PCR bazirana
Southern blot analiza DMPK ekspanzija za porodicu DF5, u kojoj je kod osobe DF5-2
identifikovan de novo nastali varijantni CTC ponovak. Za svakog bolesnika porodice DF5
prikazane su dve reakcije koje su uradene sa ~300 pg i ~600 pg DNK. M - DNA
Molecular Weight Marker X (Roche Life Science, Nemacka) prikazan u broju CTG
ponovaka.
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4.3. Mejoti¢ka nestabilnost varijantnih DMPK ekspanzija

4.3.1. Medugeneracijske promene veli¢ine varijantnih DMPK ekspanzija u

ispitivanim porodicama

U ovoj studiji detektovana su cetiri stabilna medugeneracijska prenosenja varijantnih
DMPK ekspanzija, dok povecanje broja ponovaka nije zabeleZzeno (Slike 4.4 i 4.5).
Nedvosmisleno zakljucivanje da li je re¢ o medugeneracijskom stabilnom prenosenju ili
kontrakciji bilo je zamaskirano somatskim mozaicizmom varijantnih DMPK ekspanzija u

¢elijama krvi (Martorell et al., 1998).

Veli¢ine progenitornih alela u porodici DF1 ukazale su na dva stabilna prenosenja
varijantne DMPK ekspanzije sa majke DF1-1 (~520 ponovaka) na sinove: DF1-2 (~350
ponovaka) i DF1-3 (~450 ponovaka). Sli¢no, u porodici DF3 zabelezeno je stabilno
prenosenje varijantne DMPK ekspanzije sa majke DF3-1 (~240 ponovaka) na kéerku DF3-
2 (~180 ponovaka). U porodici DF2 verovatnije je da je doslo do kontrakcije prilikom
prenosenja sa oca DF2-1 (~320 ponovaka) na kéerku DF2-2 (~200 ponovaka). Sa druge
strane, u porodici DF5 protomutacija sa ¢istim CTG ponovcima (~80 ponovaka) pretrpela
je ocekivanu ekspanziju prilikom prenosenja sa oca DF5-1 na kéerku DF5-2 sa de novo
CTC varijantnim ponovkom (~250 ponovaka) i kéerku DF5-3 sa ¢istim CTG ponovcima
(~300 ponovaka).

4.3.2. Povezanost varijantnih ponovaka sa medugeneracijskom nestabilnos¢éu DMPK
ekspanzija

U cilju ispitivanja povezanosti varijantnih ponovaka u DMPK ekspanzijama i mejoticke
nestabilnosti izvrseno je poredenje medugeneracijskih prenosenja varijantnih i cistih
DMPK ekspanzija. Medugeneracijske promene u broju ponovaka u cistim DMPK
ekspanzijama bile su dostupne za 66 parova roditelj-dete (112 bolesnika iz 44 porodice) iz
baze podataka Centra za humanu molekularu genetiku Bioloskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Vecina medugeneracijskih prenosenja (61, 92.4%) odlikovala se povecanjem

broja CTG ponovaka (ekspanzijama), dok su stabilna prenosenja ili kontrakcije detektovane
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u svega pet (7,6%) slucajeva (cetiri (12,1%) sa oca i samo jedno (3%) sa majke). Broj
medugeneracijskih ekspanzija i kontrakcija bio je statisticki znacajno razli¢it medu DM1
bolesnicima sa varijantnim i &istim DMPK ekspanzijama (Fiserov egzaktni test, p=1,4e™).
Imajuéi u vidu da su u ovoj studiji detektovane 4 medugeneracijske kontrakcije ili stabilna
prenosenja i nijedna ekspanzija varijantnin DMPK alela, prethodno navedeni rezultat je bio

indikacija za ve¢u mejoti¢ku stabilnost varijantnih DMPK ekspanzija.

S obzirom na mali broj medugeneracijskih prenosenja varijantnih DMPK ekspanzija
detekovanih u ovoj studiji, u cilju dobijanja verodostojnijeg rezultata uradeno je poredenje
svih publikovanih podataka 0 medugeneracijskim prenoSenjima varijantnih DMPK
ekspanzija do 2018. godine i podataka o medugeneracijskim prenoSenjima ¢istih DMPK
ekspanzija. Medu ukupno 20 opisanih medugeneracijskih prenosenja varijantnin DMPK
ekspanzija (14 sa majke i 6 sa oca) (Botta et al., 2017; Braida et al., 2010; Musova et al.,
2009), ukljucujuéi i nase rezultate, primeceno je 14 (70%) kontrakcija ili stabilnih
prenosenja, i to 5 (83,3%) sa oca i 9 (64,3%) sa majke (Tabela 3.1). Podaci o
medugeneracijskim prenoSenjima cistih DMPK ekspanzija iz ove studije sjedinjeni su sa
podacima studije koja je analizirala mnogo ve¢i broj medugeneracijskih prenoSenja i u
kojoj su zabelezeni sli¢ni podaci — procenjena ucéestalost stabilnih prenosenja ili kontrakcija
bila je 6.4%, od Cega je svega 1/4 bila preko majke (Ashizawa et al., 1994). Broj
medugeneracijskih ekspanzija i kontrakcija bio je statisticki znacajno razli¢it izmedu grupe
bolesnika sa i bez varijantnih ponovaka (Fiserov egzaktni test, p=1,337e™*%) (Tabela 4.1),
potvrdujuci pocetni rezultat da su varijantne DMPK ekspanzije, u odnosu na éiste, stabilnije

u polnim ¢elijama.
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4.3.3. Povezanost pola roditelja prenosioca i medugeneracijske nestabilnosti

varijantnih DMPK ekspanzija

U tri od cetiri medugeneracijska prenosenja varijantnin DMPK ekspanzija u ovoj studiji
roditelj prenosilac bila je majka (DF1-1 i DF3-1) sa adultnom formom DM1 i veli¢inom
DMPK ekspanzije za koju se oc¢ekuje da u zenskim mejozama ima tendenciju ka daljoj

ekspanziji (Ashizawa et al., 1994).

Tabela 4.1. Odnos medugeneracijskih ekspanzija/kontrakcija kod DM1 bolesnika sa i bez
varijantnih ponovaka.

Broj Ekspanzije Kontrakcije ili stabilna  FiSerov egzaktni

Referenca medugeneracijskih prenosenja test
prenosenja Saoca Sa majke Saoca Sa majke (P vrednost)

Bolesnici sa varijantnim DMPK ekspanzijama

Musova et al.
1 2
(2009) 0 0 3
Braida et al.
(2010) 5 1 4 0 0
Botta et al.
(2017) 5 0 0 1 4
Ova studija 4
5 9 0.61 1,337¢"
Ukupno 20
6 (30%) 14 (70%)
Bolesnici sa ¢istim DMPK ekspanzijama

Ashizawa et

14 77 717 7 1
al. (1994) 89 6 y o
Ova studija 66 29 32 4 1

706 749 80 20 4.093¢
Ukupno 1555
1455 (93,6%) 100 (6,4%)
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Ovo zapazanje je bilo indikacija da se ispita povezanost pola roditelja i prenosenja
varijantnin DMPK ekspanzija. Analiza na objedinjenim podacima ove studije i studija
publikovanih do 2018. godine (Botta et al., 2017; Braida et al., 2010; Musova et al., 2009)
pokazala je da medugeneracijsko prenosenje varijantnih DMPK ekspanzija nije zavisno od
pola roditelja prenosioca (Fiserov egzaktni test, p=0,61) (Tabela 4.1). Sa druge strane, na
objedinjenim podacima pokazano je da je pol roditelja prenosioca bio statisticki znac¢ajan u
prenosenjima cistih DMPK alela, pri ¢emu su, ocekivano, kontrakcije bile ¢eS¢e u
prenosenjima preko oca (10,2%) u odnosu na prenosenja preko majke (2,6%) (Fiserov
egzaktni test, p=4,093e™%) (Tabela 4.1). Za primetiti je da bi nevedeni rezultat mogao biti
posledica ¢eSéeg stabilnog prenosenja ili kontrakcija varijantnih u odnosu na ¢iste DMPK
ekspanzije u Zenskim mejozama (64% za varijantne naspram 20% za Ciste DMPK
ekspanzije), dok u muskim mejozama to nije bio slucaj (36% za varijantne naspram 80% za
¢iste DMPK ekspanzija). Navedeni rezulat ukazuje na to da je stabiliSu¢i efekat varijantnih

ponovaka na DMPK lokus izrazeniji u zenskim polnim ¢elijama.

Intrigantna je ¢injenica da je, uprkos stabilnim medugeneracijskim prenoSenjima ili
cak kontrakcijama varijantnih DMPK ekspanzija, zabelezen raniji uzrast pocetka bolesti
kod dece u porodicama DF1, DF2 i DF3.
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4.4. Mitoticka nestabilnost varijantnih DMPK ekspanzija

LR-PCR analiza varijantnin DMPK ekspanzija pokazala je heterogenost velicine alela u
¢elijama krvi. Paznju je skrenuo zapazen manji nivo somatskog mozaicizma kod bolesnice
sa de novo nastalim CTC prekidom (DF5-2) u poredenju sa sestrom koja je nosilac ciste
DMPK ekspanzije (DF5-3), uprkos sli¢noj starosnoj dobi i sli¢noj velic¢ini njihovih
progenitornih alela (Slika 4.5). S tim u vezi, u ovoj studiji uradena je karakterizacija

somatskog mozaicizma varijantnih DMPK ekspanzija.
4.4.1. Kvantifikacija somatske nestabilnosti varijantnin DMPK ekspanzija

Preduslov za ispitivanje somatskog mozaicizma varijantnin DMPK ekspanzija bila je
detaljna kvantifikacija somatske nestabilnosti primenom single-molecule SP-PCR-a. U ovoj
studiji ukupno je umnozen 5701 alel, sa preko 200 alela po svakom analiziranom uzorku
(kompletan set podataka dat je u Tabeli 8.2.4). Ukupno je umnozeno 4572 alela iz uzoraka
krvi Sest bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama (DF1-1, DF1-2, DF1-3, D2-1, DF3-
1 i DF5-2) i cetiri bolesnika sa ¢istim ekspanzijama iz dveju vremenskih tacaka, i jednog
bolesnika sa varijantnom ekspanzijom (DF3-2) iz jedne vremenske tacke (Tabela 4.2).
Dodatnih 1129 alela umnozeno je iz uzoraka bukalne sluznice cetiri bolesnika sa
varijantnim ponovcima (DF1-1, DF1-2, DF1-3 i DF5-2) i jednog sa ¢istim CTG ponovcima
(DF5-3). Reprezentativan Southern blot, dobijen nakon detekcije single-molecule SP-PCR

proizvoda, prikazan je na slici 4.6.

Single-molecule SP-PCR omogucio je objektivan uvid u nivo somatske nestabilnosti
DMPK ekspanzija, koja je izraZena kao razlika u broju ponovaka izmedu 10. 1 90.
percentila distribucije ucestalosti alela, kao 1 objektivnhu procenu duzine progenitornog
alela, koja je izrazena kao 10. percentil distribucije ucestalosti alela (Higham, 2013). U
poredenju sa LR-PCR-om, procenjene duzine progenitornog alela bile su sli¢ne kod svih
ispitivanih bolesnika, dok je uvid u nivo somatske nestabilnosti DMPK ekspanzija bio
detaljniji (Tabela 4.2).
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Slika 4.6. Single-molecule SP-PCR analiza DMPK ekspanzija sa varijantnim
ponovcima. Analiza uzorka krvi bolesnika DF3-1, pri uzrastu od 50 godina (prva
vremenska tacka, krv tl) 1 52,5 godine (druga vremenska tacka, krv t2), pokazuje
heterogenost u veli¢ini alela (somatski mozaicizam). U svaki bunar agaroznog gela
(duzine 24 c¢m) naneti su PCR proizvodi dobijeni umnozavanjem ~30-60 pg DNK (5 do
10 genomskih ekvivalenata). Strelice sa brojevima ukazuju na poziciju 1 veli¢inu moda,
10. 1 90. percentila distribucije duzine alela dobijene na osnovu viSe od 200 analiziranih
alela po uzorku. M - DNA Molecular Weight Marker X (Roche Life Science, Nemacka).
Duzine DMPK alela i standarda za veli¢inu izraZzene su u broiu CTG ponovaka.
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Tabela 4.2. Molekularno-geneticke karakteristike DM1 bolesnika analiziranih single-molecule SP-PCR-om, uzrast pocetka
bolesti i uzrast uzorkovanja.

ID .. th th Opseg Opseg t1 Opseg t2
bolesnika Pol Struktura DMPK eskpanzija AO PAL AStl 10"tl ASt2 10"t2 (LR-PCR) (sm.SP-PCR)  (s.m. SP-PCR)

DF1-1 7z 395 520 615 459 65,5 443 520-1250 459-920 443-979

(CTG),(CCGCTG);s(CTG)4
DF1-2 M (CCGCTG),CTGCCG(CTG), 30,5 350 345 348 38,5 384 350-730 348-608 384-670
DF1-3 M 155 450 355 441 39,5 469 450-970 441-840 469-941
(CTG)W(CCG)3(CTG),

DF2-1 M CCG(CTG),CCG(CTO), 405 320 455 371 48 350 320-600 371-697 350-688

DF3-1 7z (CTG),(CCG)s(CTG)(CCG); 455 240 50 266,5 52,5 289 240-700 266,5-526,5 289-560

DF3-2 7 (CTG),CCG(CTG)CCG(CTG)s 315 180 NA NA 315 187 180-280 NA 187-285

DF5-2 7z (CTG),CTC(CTG) 225 250 265 235 30,5 262 250-350 235-337 262-420

DF5-3* 7z 215 300 235 314 275 422 300-620 314-587 422-758

MD70* 7z 355 90 50,5 106 61,5 146 90-300 106-259 146-421

5 perfektni (CTG), niz
MD179*  Z 135 310 145 326 23 415 310-570 326-522 415-688
MD180*  Z 145 430 225 400 30,5 462 430-900 400-785 462-1062

AO — uzrast pocetka bolesti (saopSten od strane bolesnika u godinama); PAL — duZina progenitornog alela u broju ponovaka;
AS — uzrast uzorkovanja u godinama; 10th — 10. percentil duZzine alela u broju ponovaka; t1 i t2 — prva i druga vremenska tacka
uzorkovanja, redom; * — kontrola grupa; M/Z — muski/zenski pol; NA — nedostupan podatak.

PAL je procenjen u vremenskoj tacki t1 kao ostra donja granica opsega ekspanzije (Monckton et al., 1995) koris¢enjem
LR-PCR-a sa ~300 pg DNK. Isti bolesnici su zatim analizirani single-molecule SP-PCR-om u dvema vremenskim tackama, na
osnovu kojeg je procenjen 10. percentil distribucije uéestalosti alela kao objektivnija mera duzine progenitornog alela (Higham,
2013).

Zapazen opseg veliine eskpanzije procenjen je kao donja i gornja oStra granica opsega ekspanzije koris¢enjem LR-PCR-a sa
~300 pg DNK, odnosno kao 10. i 90. percentil distribucije ucestalosti alela nakon kvantifikacije somatske nestabilnosti
single-molecule SP-PCR-om.
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4.4.2. Tkivna specificnost somatske nestabilnosti varijantnih DMPK ekspanzija

Distribucije ucestalosti mutiranih DMPK alela svih analiziranih uzoraka bile su nagnute ka
duzim alelima. Poredenje distribucija ucestalosti alela izmedu c¢elija krvi i bukalne sluznice
pokazalo je statisticki znacajnu razliku kod ¢lanova porodice DF1 koji nose kratke nizove
CCGCTG heksamera (Wilcoxon-Mann-Whitney test, majka DF1-1: W=19 379, p=0.004;
sin DF1-2: W=32 252, p=0.01; sin DF1-3: W=19 936, p=0.002) (Slika 4.7). U odnosu na
¢elije krvi, ¢elije bukalne sluznice odlikovale su se ve¢com duzinom progenitornog alela za

50-150 ponovaka, dok je nivo somatske nestabilnosti bio nizi (Slika 4.7, Tabela 4.3).
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Slika 4.7. Tkivno-specifitna somatska nestabilnost varijantnih DMPK ekspanzija.
Grafici gustine pokazuju nagnutost distribucija ucestalosti alela ka duzim alelima u
¢elijama krvi (pune linije) 1 bukalne sluznice (isprekidane linije), uzorkovanim u istoj
vremenskoj tacki (t2). Sve distribucije ucestalosti alela dobijene su na osnovu odredivanja
veli¢ine barem 200 alela, a njihova poredenja su izvrSena Wilcoxon-Mann-Whitney
testom (prikazane su vrednosti W i p). Clanovi porodice DF1, koji nose identiéne obrasce
CCG prekida, pokazali su razliku u distribucijama ucestalosti alela izmedu ispitivanih
tkiva. Clanovi porodice DF5, od kojih DF5-2 ima jedan de novo CTC prekid, dok DF5-3
ima Cistu DMPK ekspanziju, nisu pokazali razliku u distribucijama ucestalosti alela
izmedu ispitivanih tkiva.
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Bolesnica DF5-2, koja nosi jedan de novo nastali CTC prekid, nije pokazala
statistiCki znacajnu razliku u distribuciji ucestalosti alela izmedu ceija krvi i bukalne
sluznice (Wilcoxon-Mann-Whitney test, W=27 716, p=0.68) (Slika 4.7, Tabela 4.3). Sli¢an
rezultat je dobijen za njenu sestru (DF5-3) sa cistom DMPK ekspanzijom
(Wilcoxon-Mann-Whitney test, W=22 488, p=0.38) (Slika 4.7, Tabela 4.3). Dobijeni
rezultati ukazuju na to da se varijantne DMPK ekspanzije odlikuju heterogeno$¢u duzine
alela koja je sklona daljim ekspanzijama u ispitivanim somatskim ¢elijama. Takode, tip i
struktura prekida, kao i dodatni faktori specifi¢ni za ispitivane porodice uti¢u na tkivnu

specifi¢nost somatske nestabilnosti varijantnin DMPK ekspanzija.

4.4.3. Povezanost varijantnih ponovaka sa somatskom nestabilnos¢éu DMPK

ekspanzija

Svi bolesnici sa varijantnim DMPK ekspanzijama imali su nizZi nivo zapazene somatske
nestabilnosti od ocekivanog prema modelu linearne regresije 8*, koji somatsku nestabilnost
korelie sa duzinom progenitornog alela i uzrastom uzorkovanja (Slika 4.8, Tabela 4.3).
Ova razlika je bila statisticki znacajna (Wilcoxon signed-rank test, prva vremenska tacka:
V=0, p=0.03; druga vremenska tacka: V=0, p=0.016). Sa druge strane, nije uocena
statisticki znacajna razlika izmedu zapazenih 1 oc¢ekivanih nivoa somatske nestabilnosti u
referentnoj grupi (Wilcoxon signed-rank test, V=5132, p=0.18), kao ni u kontrolnoj grupi
(Wilcoxon signed-rank test, V=7, p=0.625 za obe vremenske tacke) (Slika 4.8, Tabela 4.3).
Zanimljivo je da se bolesnica sa jednim de novo nastalim CTC prekidom (DF5-2)
odlikovala nizim nivoom zapazene somatske nestabilnosti od ocekivane u obema
vremenskim tackama, za razliku od njene sestre (DF5-3) sa slicnom veli¢inom ekspanzije i
slicnim uzrastom uzorkovanja, ali bez prekida (Slika 4.9, Tabela 4.3), sto je potvrdilo
pocetno zapazenje nakon LR-PCR analize kod ova dva bolesnika. Ovi rezultati ukazuju na
to da su varijantne DMPK ekspanzije stabilnije u odnosu na ekspanzije sa Cistim CTG

ponovcima u ¢elijama krvi, kao i da se ova osobina odrzava tokom vremena.
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Tabela 4.3. ZapaZene i o¢ekivane vrednosti nivoa somatske nestabilnosti varijantnih i ¢istih DMPK ekspanzija u uzorcima krvi u
dvema vremenskim tatkama i zapazene vrednosti nivoa somatske nestabilnosti u uzorcima bukalne sluznice.

ID Krv tl Krv t2 Bukalni bris t2

bolesnika As M 10" 90"  SI E*x AS M 10" 90" sSI Ex AS M 10" 90" sSI

DF1-1 615 670 459 920 461 842 655 701 443 979 536 873 655 732 581 975 3%
DF1-2 345 454 348 608 260 407 385 527 384 670 286 483 385 543 433 678 245
DF1-3 355 684 441 840 399 505 395 745 469 941 472 571 395 786 609 950 341
DF2-1 455 492 371 697 326 539 48 472 350 688 338 530 48 NA NA NA NA
DF3-1 50 384 2665 5625 29 394 525 394 289 560 271 455 525 NA NA NA NA
DF3-2 NA NA NA NA NA NA 315 222 187 285 98 157 315 NA NA NA NA
DF5-2 265 283 235 337 102 209 305 330 262 420 158 265 30,5 326 269 401 132

DF5-3* 235 454 314 587 273 282 275 568 422 758 336 403 275 560 420 701 281
MD70* 50,5 168 106 259 153 58 615 219 146 421 275 148 615 NA NA NA NA
MD179* 14,5 427 326 522 196 226 23 546 415 688 273 353 23 NA NA NA NA
MD180* 2255 611 400 785 385 341 305 785 462 1062 600 460 30,5 NA NA NA NA

t1it2 — prva i druga vremenska tacka, redom; AS — uzrast uzorkovanja u godinama; M, 10" i 90" — medijana, 10. percentil i 90.
percentil duzine alela izvedeni iz vise od 200 alela po uzorku; SI — zapaZeni nivo somatske nestabilnosti odreden kao razlika u
broju ponovaka izmedu 10. 1 90. percentila duZine alela; E* — ocekivani nivo somatske nestabilnosti u skladu sa modelom
linearne regresije 8* (Tabela 8.2.1) koji pokazuje korelaciju nivoa somatske nestabilnosti, 10. percentila duzine alela i uzrasta
uzorkovanja; * — kontrola grupa; NA — nedostupan podatak.
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Slika 4.8. DM1 bolesnici sa varijantnim DMPK ekspanzijama odlikuju se niZim
nivoom somatske nestabilnosti u ¢elijama krvi u odnosu na bolesnike sa cistim
ekspanzijama. Grafici predstavljaju korelaciju nivoa somatske nestabilnosti (eng. somatic
instability, SI), 10. percentila duzine alela (eng. the 10th percentile, 10thp) kao mere za
duzinu progenitornog alela (Higham, 2013), i uzrasta uzorkovanja (eng. age at sampling,
AS) prema modelu 8*. Analizirana grupa DM1 bolesnika ukljucila je bolesnike sa
varijantnim ekspanzijama 1 bolesnike sa Cistim ekspanzijama (kontrolna grupa) iz ove
studije, kao i 136 bolesnika iz referentne grupe (Morales et al., 2012). ZabeleZen nivo SI u
krvi procenjen je kao opseg izmedu 10. i 90. percentila distribucije ucestalosti alela
(Morales et al., 2012). Bolesnici sa varijantnim ekspanzijama prikazani su slovom X, a
kontrolna grupa slovom O, u prvoj (krv tl) i drugoj vremenskoj tacki (krv t2) (2,5-4
godine kasnije za bolesnike sa varijantnim ekspanzijama i 4-11 godina kasnije za
kontrolnu grupu). Bolesnici sa varijantnim DMPK ekspanzijama odlikovali su se ve¢om
rezidualnom varijansom, i medijana njihovih standardizovanih reziduala Sl bila je
statisticki znacajno niza u poredenju sa referentnom grupom. Kontrolna grupa nije
pokazala razliku.

Bolesnici sa varijantnim DMPK ekspanzijama odlikovali su se ve¢om rezidualnom
varijansom somatske nestabilnosti prema modelu 8* (Tabela 8.2.1), koja predstavlja meru
za individualno-specifi¢cnu somatsku nestabilnost koja se ne objasnjava duzinom
progenitornog alela i uzrastom uzorkovanja. Njihovi standardizovani reziduali imali su
negativan predznak. Medijana standardizovanih reziduala bila je statisticki zna¢ajn0 niza
kod bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama u poredenju sa referentnom grupom
(Wilcoxon-Mann-Whitney test, prva vremenska tacka: W=727, p=1,2e; druga vremenska
tacka: W=864, p=2,8e™) (Slika 4.8).
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Suprotno, medijana standardizovanih reziduala somatske nestabilnosti u kontrolnoj
grupi nije se statisticki znacajno razlikovala od medijane u referentnoj grupi
(Wilcoxon-Mann-Whitney test, prva vremenska tacka: W=221, p=0,53; druga vremenska
tacka: W=253, p=0,82) (Slika 4.8). S obzirom na to da su prekidi u DMPK ekspanziji
zajednicki geneticki faktor za bolesnike koji pokazuju ve¢e meduindividualne razlike u
nivou somatske nestabilnosti (sa negativnim standardizovanim rezidualima), ovi rezultati
ukazuju na to da varijantni ponovci u DMPK ekspanziji mogu biti individualno-specifiéni
faktori sa znacajnim doprinosom smanjenom nivou mitoticke nestabilnosti kod DM1

bolesnika.
4.4.4. Somatska nestabilnost varijantnih DMPK ekspanzija tokom vremena

Poredenjem distribucija ucestalosti alela u ¢elijama krvi iz dveju vremenskih tacaka tokom
intervala od 2,5-4 godine nije uocena statisticki znacajna promena kod bolesnika DF1-1,
DF2-1 i DF3-1 (Slika 4.9, Tabela 4.4), ukazujuéi na relativnu stabilnost varijantnih DMPK
ekspanzija tokom vremena. Sa druge strane, zapazen je statisticki znacajan pomeraj u
distribuciji ka ve¢im duzinama alela kod bolesnika DF1-2, DF1-3 i DF5-2 (Slika 4.9,
Tabela 4.4), ukazujuéi na to da je nivo somatske nestabilnosti kod ovih bolesnika bio
dovoljan da dovede do pomeraja distribucije ucestalosti alela ka veé¢im ekspanzijama. Kao
Sto se 1 oCekivalo, kod kontrolne grupe je zapaZen statisticki znaajan pomeraj u
distribucijama ka ve¢im duzinama alela tokom vremenskog intervala od 4-11 godina (Slika

4.9, Tabela 4.4).
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Slika 4.9. Somatska nestabilnost DMPK ekspanzija u ¢elijama krvi tokom vremena.
Grafici gustine pokazuju distribucije ucestalosti DMPK alela u ¢elijama krvi u prvoj
vremenskoj tacki (tl, isprekidane linije) 1 drugoj vremenskoj tacki (t2, pune linije). Sve
distribucije ucestalosti alela dobijene su na osnovu odredivanja veliine barem 200 alela, a
njihova poredenja su izvrsena Wilcoxon-Mann-Whitney testom (prikazane su vrednosti W
i p). Medu bolesnicima sa varijantnim ponovcima, DF1-1, DF2-1 i DF3-1 nisu pokazali
razliku u distribucijama ucestalosti alela tokom ispitivanog vremenskog intervala, dok su
DF1-2, DF1-3, DF3-2 i DF5-2 pokazali statisticki znacajnu razliku. Kao §to je o¢ekivano,
bolesnici sa Cistim ekspanzijama (DF5-3 — sestra DF5-2, MD70, MD179 i MD180),
pokazali su statisticki znacajnu razliku u distribucijama ucestalosti alela tokom ispitivanog
vremenskog intervala. Vremenski interval u godinama (g) izmedu uzorkovanja u tackama
t1 1t2 naznacen je u zagradama, pored identifikacionog broja bolesnika.
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Tabela 4.4. Poredenje distribucija ucestalosti alela kod bolesnika sa varijantnim i ¢istim DMPK ekspanzijama dobijenih iz
uzoraka krvi u dvema vremenskim tatkama, i zapazenih i o¢ekivanih promena veli¢ine ekspanzije tokom vremena.

Mod Mod Wilcoxon-Mann- Vreme Otekivano Wilcoxon signed-
ID Mod Mod (5" kraj) (5" krai) Whitney test izmedu dva Zapazeno Ocekivano ovecanie rank test
bolesnika tl t2 ] J P uzorkovanja  poveéanje  poveéanje P , ,J P
11 2 . (5’ kraj)
vrednost (godine) vrednost
DF1-1 612 720 577 685 21 552 0,66 4 108 147 142
DF1-2 417 527 382 492 20 941 3,09e-% 4 110 119 114
DF1-3 732 779 697 744 17 807 1,65 4 47 165 160 .
0,02
DF2-1 410 401 325 316 28 848 0,15 2,5 9 62 50
DF3-1 335 345 296 306 23 260 0,35 25 10 51 46
DF5-2 267 324 238 295 12 372 <2,2e% 4 57 97 93
DF5-3* 445 565 445 565 9531 <2,2e1 4 120 123 123
MD70* 158 186 158 186 11 492 8,25¢%° 11 28 340 340 . 0125
MD179* 427 540 427 540 7 652 <2,2e1 8,5 113 287 287 '
MD180* 622 806 622 806 10 608 <2,2e1 8 184 297 297

Mod — modalna duzina alela u broju ponovaka; tl i t2 — prva i druga vremenska tacka, redom; W — statistika Wilcoxon-Mann-
Whitney testa koris¢enog za poredenje distribucija ucestalosti alela u dvema vremenskim tackama kod svakog bolesnika;
V — statistika Wilcoxon signed-rank testa koris¢enog za poredenje zapaZenih i oCekivanih povecanja veli¢ine ekspanzije tokom
vremena, kao i zapaZenih i o¢ekivanih povecanja veli¢ine 5’ kraja ekspanzije tokom vremena u svakoj grupi bolesnika (dobijene
su identi¢ne vrednosti); * — kontrolna grupa.

Zapazeno povecanje veliCine ekspanzije tokom vremena izraCunato je kao razlika izmedu modalnih duZina alela u dvema
vremenskim tackama kako za cele varijantne DMPK ekspanzije, tako i za njihove 5 krajeve, pri ¢emu su dobijene vrednosti bile
identicne. Ocekivano povecanje velicine ekspanzije tokom vremena izracunato je koriS¢enjem jednafine modela linearne
regresije za Ciste DMPK ekspanzije, koji pokazuje korelaciju izmedu povecanja veli¢ine ekspanzije, pocetne veliCine ekspanzije
u broju ponovaka (IE) i vremena izmedu uzorkovanja u godinama (T): povecanje = -90 + 37XT + 0.146xIE (Martorell et al.,
1998). Kao mera IE koris¢ena je modalna veli¢ina distribucije ucestalosti alela dobijene analizom vise od 200 alela po uzorku.
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Kod bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama zapazeno povecanje u veli¢ini
alela tokom vremena bilo je statisticki znac¢ajno nize od oc¢ekivanog prema modelu linearne
regresije za Ciste DMPK ekspanzije koji povecanje veli¢ine ekspanzije koreliSe sa
modalnom duZzinom alela i vremenskim intervalom izmedu uzorkovanja (Martorell et al.,
1998) (Wilcoxon signed-rank test, V=0, p=0.03) (Tabela 4.4). Kontrolna grupa nije
pokazala statisticki znacajnu razliku (Wilcoxon signed-rank test, V=0, p=0.13) (Tabela
4.4). Obe sestre iz porodice DF5 odlikovale su se pomerajem u distribuciji ka veéim
duzinama alela tokom istog vremenskog perioda od cetiri godine. Medutim, bolesnica
DF5-2 sa jednim de novo nastalim CTC prekidom, pokazala je manje poveéanje veli¢ine
ekspanzije tokom vremena u poredenju sa DF5-3, sa sli¢nom veli¢inom ekspanzije, ali bez
prekida (Slika 4.9). Ovi rezultati sugerisu da se bolesnici sa varijantnim DMPK
ekspanzijama odlikuju sporijom progresijom u povecenju veli¢ine ekspanzija u odnosu na

bolesnike sa ¢istim ekspanzijama tokom vremena u ¢elijama krvi.

4.4.5. Mutaciona dinamika 3’ i 5’ krajeva varijantnih DMPK ekspanzija u somatskim

Celijama

U cilju ispitivanja uticaja prekida na pokazani nizi nivo i sporiju progresiju somatske
nestabilnosti DMPK lokusa, zasebno je okarakterisana mutaciona dinamika 3’ kraja

ekspanzije, koji sadrzi varijantne ponovke, i 5’ kraja, tj. preostalog dela ekspanzije.

Za svakog ispitivanog bolesnika, nizvodni RP-PCR profili bili su identi¢ni u
¢elijama krvi 1 bukalne sluznice, kao i u ¢elijama krvi uzorkovanim u dvema vremenskim
tackama (Slika 4.10). Tako, ¢elije krvi iz dveju vremenskih tacaka i ¢elije bukalne sluznice
odlikovale su se istovetnom strukturom nizova CCGCTG heksamera kod ¢lanova porodice
DF1, kao i kod bolesnice DF5-2 sa jednim CTC ponovkom. Istovetne strukture kratkih i
dugih CCG blokova tokom vremena bile su detektovane u c¢elijama krvi kod bolesnika
DF3-1 i DF2-1, redom. Dobijeni rezultati ukazuju na izrazenu somatsku stabilnost razli¢itih
tipova i obrazaca prekida na 3’ kraju DMPK ekspanzija u ispitivanim tkivima i tokom

vremena u ¢elijama Krvi.
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Slika 4.10. Somatska stabilnost varijantnih ponovaka na 3’ kraju DMPK ekspanzija
izmedu tkiva i tokom vremena. (A) Identi¢ni nizvodni RP-PCR profili u uzorcima krvi u
prvoj (tl) i drugoj vremenskoj tacki (t2) i u uzorcima bukalnog brisa bolesnika sa
varijantnim DMPK ekspanzijama. RP-PCR profili su dobijeni koris¢enjem kliznog
prajmera PACTG-for, koji hibridizuje sa perfektnim CTG ponovcima. lzuzetak su bili
profili bolesnika DF2-1 dobijeni koris¢enjem prajmera PSCCG, koji hibridizuje sa CCG
ponovcima u bloku od 36 perfektnih CCG ponovaka. (B) Nizvodni RP-PCR profili u
uzorku krvi u prvoj (tl) i drugoj vremenskoj tacki (t2) i uzorku bukalnog brisa bolesnika
DF5-3 sa cistom DMPK ekspanzijom. Profili su dobijeni kori§¢enjem prajmera
PACTG-for. Prikazani su bolesnici za koje su odgovarajuci uzorci bili dostupni. [zuzetak
su bolesnici DF1-2 i DF1-3, s obzirom na to da su njihovi profili iz svih analiziranih
uzoraka bili identi¢ni profilima njihove majke DF1-1, usled identi¢cnog wild-type alela od
5 ponovaka CTG 1 istog obrasca prekida. Vremenski interval u godinama (g) izmedu
uzorkovanja u tackama tl i t2 naznacen je u zagradama, pored identifikacionog broja
bolesnika.
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Zanimljivo je da su preostali delovi ekspanzije (5' krajevi) pokazali nizi nivo
zapazene somatske nestabilnosti od o¢ekivanog za odgovaraju¢u duzinu ¢istih DMPK alela
i uzrast uzorkovanja prema modelu 8** (Wilcoxon signed-rank test, prva vremenska tacka:
V=0, p=0,03; druga vremenska tacka: V=0, p=0,04) (Tabela 4.5). Ni u kontrolnoj, kao ni u
referentnoj grupi nije uocena statisticki znacajna razlika prema modelu 8** (podaci nisu
prikazani). U skladu sa rezultatima za cele varijantne DMPK ekspanzije, poredenje
distribucija ucestalosti 5’ krajeva u dvema vremenskim ta¢kama nije pokazalo statisti¢ki
znacajnu promenu kod DF1-1, DF2-1 i DF3-1, dok je kod DF1-2, DF1-3 i DF5-2 uocen
statisti¢ki znacajan pomeraj ka veéim duzinama (Tabela 4.3). Preostali delovi ekspanzije su
takode pokazali statisticki znacajno manje povecanje veliCine ekspanzije od ocekivanog
prema modelu linearne regresije za ciste DMPK ekspanzije koji povecanje veliCine
ekspanzije koreliSe sa modalnom duZinom alela i vremenskim intervalom izmedu
uzorkovanja (Martorell et al., 1998) (Wilcoxon signed-rank test, V=0, p=0,04) (Tabela 4.3).
Manji nivo i sporija progresija somatske nestabilnosti 5’ krajeva varijantnin DMPK
ekspanzija nagovestavaju stabiliSuéi efekat varijantnih ponovaka ne samo na 3’ kraju, vec i
na preostali deo DMPK ekspanzija. Sveukupno, iz rezultata karakterizacije dinamike
nestabilnosti 3" i 5 krajeva proizilazi da su varijantni ponovci cis-faktori sa stabilisu¢im

efektom na DMPK lokus u ¢elijama krvi.
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Tabela 4.5. Zapazeni i o¢ekivani nivoi somatske nestabilnosti 5’ krajeva varijantnih DMPK ekspanzija u dvema vremenskim
tackama.

ID Krvtl Krv t2
bolesnika  Ag M 10" 90" Sl E* AS M 10" 90" Sl E*
DF1-1 61,5 635 424 885 461 812 655 666 408 944 536 838
DF1-2 345 419 313 573 260 368 385 492 349 635 286 449
DF1-3 355 649 406 805 399 482 395 710 434 906 472 551
DF2-1 455 407 286 612 326 408 48 387 265 603 338 383
DF3-1 50 345 2275 5235 296 314 525 355 250 521 271 378
DF3-2 NA NA NA NA NA NA 315 NA 148 246 08 08
DF5-2 26,5 254 206 308 102 171 305 302 233 301 158 227

t1it2 — prva i druga vremenska tacka, redom; AS — uzrast uzorkovanja u godinama; M, 10" i 90" — medijana, 10. percentil i 90.
percentil duzine alela izvedeni iz viSe od 200 alela po uzorku; SI — zapaZeni nivo somatske nestabilnosti odreden kao razlika u
broju ponovaka izmedu 10. i 90. percentila duZzine alela; E* — ocekivani nivo somatske nestabilnosti u skladu sa modelom
linearne regresije 8** (Tabela 8.2.2) koji pokazuje korelaciju nivoa somatske nestabilnosti, 10. percentila duzine alela i uzrasta
uzorkovanja; NA — nedostupan podatak.

Velicine 5’ krajeva varijantnih DMPK ekspanzija dobijene su oduzimanjem odgovaraju¢ih delova sa varijantnim ponovcima na

3’ kraju od svakog mutiranog alela detektovanog single-molecule SP-PCR-om.
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4.5. Metilacioni status varijantnih DMPK ekspanzija

U cilju ispitivanja potencijalnih mehanizama kojim varijantni ponovci uticu na stabilnost
DMPK ekspanzija u ¢elijama krvi, analiziran je metilacioni status CpG ostrvaca koji
okruzuju DMPK ekspanziju, kao i metilacioni status varijantnih CCG ponovaka, koji je u

ovom radu prvi put analiziran.

4.5.1. Metilacioni status CpG ostrvaca u regionima uzvodno i nizvodno od varijantne
DMPK ekspanzije

U skladu sa literaturom, kod bolesnika sa juvenilno-adultnom formom DMI i ¢istim DMPK
ekspanzijama detektovano je odsustvo metilacije u CpG ostrvcima u regionima uzvodno i
nizvodno u odnosu na CTG ponovke, dok je kod bolesnika sa kongenitalnom formom
detektovano prisustvo metilacije (Barbe et al., 2017; Steinbach et al., 1998) (Slike 4.11 i
4.12). Ovim je bisulfitno sekvenciranje za ispitivane regione smatrano optimizovanim i bilo
je od znacaja za dalje tumacenje rezultata. Naime, imajuc¢i u vidu da se gen DMPK nalazi
na autozomnom hromozomu i da okolina CTG ponovaka u wild-type alelima nije
metilovana, ocekivalo bi se da se prisustvo metilacije u mutiranim DMPK alelima detektuje
u vidu preklopljenih signala C i T. Medutim, kod osobe sa kongenitalnom formom DM1
detektovan je samo signal C za vecinu analiziranih CpG ostrvaca (Slike 4.11 i 4.12).
Bisulfitnim sekvenciranjem samo wild-type alela (koris¢enjem prajmera CTCF1l F1 i
CTCF2 R, od kojih jedan hibridizuje uzvodno, a drugi nizvodno od CTG ponovaka)
detektovani su samo signali T (rezultat nije prikazan), ¢cime je potvrdeno da signali C poticu
od mutiranog DMPK alela. Ovakav rezultat se moZe objasniti razli¢itom zastupljeno$cu
Cetiri nukleotida u matri¢nim lancima nakon bisulfitne konverzije. U skladu sa rezultatima
za bolesnike sa kongenitalnom formom, prisustvo preklopljenih signala T i C smatrano je
znakom heterogene metilacije u datom CpG ostrvcetu na mutiranom DMPK alelu, ¢ak i u
slucajevima kad su se signali razlikovali u intenzitetu. Dakle, iako bisulfitno sekvenciranje
nije kvantitativna metoda i daje informaciju da li je dato CpG ostrvce metilovano ili
nemetilovano, moguce je bilo doneti zakljucak da 1i je dato CpG ostrvce heterogeno

metilovano. Najzad, prisustvo signala C veoma niskog intenziteta u odnosu na signal T nije
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bilo mogucée razlikovati izmedu Suma reakcije bisulfitnog sekvenciranja i eventualnog
niskog stepena metilacije, zbog ¢ega se zaklju¢ak o niskom stepenu metilacije ili odsustvu

metilacije u nekim uzorcima ne moze smatrati nedvosmislenim.

Bisulfitno sekvenciranje regiona uzvodno u odnosu na CTG ponovke u genu
DMPK, koje ukljuc¢uje mesto CTCF1, pokazalo je odsustvo metilacije CpG ostrvaca kod
bolesnika sa varijantnim CCG i CTC ponovcima (Slika 4.11). lzuzetak je bila porodica
DF2 (bolesnici DF2-1 i DF2-2) u kojoj su uglavnom detektovani signali C i rede signali C
preklopljeni sa signalom T niskog intenziteta, Sto je ukazivalo na to da je ve¢ina CpG
ostrvaca u uzvodnom regionu potpuno metilovana, dok su retka heterogeno metilovana
(Slika 4.11). Ovaj rezultat je prvo zapazanje metilacije CpG ostrvaca uzvodno od ponovaka

kod bolesnika sa juvenilno-adulthom formom DM1.

Analiza CpG ostrvaca u regionu nizvodno od CTG ponovka u genu DMPK, koje
ukljuc¢uje mesto CTCF2, pokazala je odsustvo metilacije kod bolesnice DF5-2 koja
poseduje jedan de novo CTC prekid (Slika 4.12). Suprotno, kod porodice DF2 i bolesnika
DF4-1 primec¢eno je prisustvo metilacije CpG ostrvaca u nizvodnom regionu, ukljucujuci i
ona u mestu CTCF2 (Slika 4.12). Prisustvo signala T veoma niskog intenziteta u odnosu na
signal C visokog intenziteta ukazivalo je na verovatnu heterogenu metilaciju svih CpG
ostrvaca nizvodno od ponovaka u njihovim mutiranim DMPK alelima. Kod ostalih
bolesnika sa varijantnim CCG ponovcima nije mogao da se izvede nedvosmisleni
zakljucak. Naime, dobijene sekvence ukazivale su ili na odsustvo ili na nizak stepen
metilacije (Slika 4.12).
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Slika 4.11. Reprezentativne sekvence regiona uzvodno od (CTG), niza u genu
DMPK dobijene bisulfinim sekvenciranjem. Bolesnici DF1-1 i DF5-3 ne poseduju
metilaciju CpG ostrvaca, na Sta ukazuje odsustvo signala za C nukleotid (nakon
bisulfitne konverzije predstavlja poziciju 5-metil C). Bolesnici DF2-1 i MD1142
poseduju metilovana CpG ostrvca u kojima je metilovani C oznacen sa Y (C ili T) i
predstavljen ili signalom za C nukletoid, ili rede sa dva signala: jedan za C nukleotid i
jedan za T nukleotid (nakon bisulfitne konverzije predstavlja poziciju nemetilovanog C).
* - osoba sa ¢istom DMPK ekspanzijom i juvenilno-adulthom formom bolesti;
** - osoba sa ¢istom DMPK ekspanzijom i kongenitalnom formom bolesti. Pozicije
prvog i poslednjeg prikazanog CpG ostrvceta oznacene su prema referentnoj sekvenci
NG_009784.1.
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Slika 4.12. Reprezentativne sekvence regiona nizvodno od (CTG), niza u genu
DMPK dobijene bisulfinim sekvenciranjem. Bolesnici DF1-1 i DF5-3 ne poseduju
metilaciju CpG ostrvaca, na Sta ukazuje odsustvo signala za C nukleotid (nakon
bisulfitne konverzije predstavlja poziciju 5-metil C). Bolesnici DF2-1 i MD1142
poseduju metilovana CpG ostrvca u kojima je metilovani C oznaéen sa Y (C ili T) i
predstavljen ili signalom za C nukletoid, ili ¢e$¢e sa dva signala: jedan za C nukleotid i
jedan za T nukleotid (nakon bisulfitne konverzije predstavlja poziciju nemetilovanog C).
* - osoba sa Cistom DMPK ekspanzijom i juvenilno-adulthom formom bolesti;
** - osoba sa ¢istom DMPK ekspanzijom i kongenitalnom formom bolesti. Pozicije
prvog i poslednjeg prikazanog CpG ostrvceta oznacene su prema referentnoj sekvenci
NG_009784.1.

Prvi put zabelezena metilacija CpG ostrvaca u uzvodnom regionu od CTG

ponovaka u genu DMPK, kao i retko zabelezena metilacija u nizvodnom regionu kod

juvenilno-adultnih bolesnika porodice DF2 (Slike 4.11 i 4.12) dovedena je u vezu sa

prisustvom velikog bloka od 36-40 CCG ponovaka na 3’ kraju njihovih ekspanzija. Naime,

pretpostavljeno je da bi metilacija u regionima koji okruzuju ekspanziju mogla biti

posledica efekta Sirenja metilacije inicirane na samim CCG ponovcima.
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4.5.2. Metilacioni status varijantnih CCG ponovaka u DMPK ekspanzijama

Metilacija varijantnih CCG ponovaka na 3’ kraju DMPK ekspanzija do sada nije ispitivana.
Za tu svrhu dizajniran je metil-specifican RP-PCR sa setom kliznih prajmera specifi¢nih za
razli¢ite obrasce nemetilovanih i eventualno metilovanin CCG ponovaka kod ispitivanih
DML1 bolesnika (Slika 3.3, Tabela 3.3). Primenom ove metode otkriveno je da CCG
ponovci na 3" kraju DMPK ekspanzije mogu biti metilovani. Moguénost lazno-pozitivnih
rezultata u svim analizama metil-specificnog RP-PCR-a bila je iskljucena istovremenom
analizom kontrolnih uzoraka: odsustvo specifi¢nih signala kod nekonvertovane genomske
DNK ukazalo je na specifi¢cnost dizajniranih prajmera za bisulfitno-konvertovanu DNK
(rezultati nisu prikazani), dok je odsustvo specifi¢cnih RP-PCR signala sa odgovaraju¢im
Kliznim prajmerom na konvertovanoj genomskoj DNK bolesnika sa cistom DMPK
ekspanzijom ukazalo na verodostojnost dobijenih razultata o metilaciji CCG ponovaka u

varijantnim DMPK ekspanzijama (Slika 4.13).

Upotrebom kliznog prajmera DM1 for_k1 analiziran je status metilacije CCG
ponovaka u CCGCTG heksamerima. Dobijeni profili ukazali su na metilaciju CCG
ponovaka u okviru dva kratka niza CCGCTG heksamera kod svih ¢lanova porodice DF1,
kao i u okviru blisko lokalizovanih CCGCTG heksamera kod bolesnika DF4-1 (Slika 4.13).

Upotrebom kliznog prajmera DML for_k2, analiziran je status metilacije
pojedinac¢nih CCG ponovaka na 3' kraju varijantnin DMPK ekspanzija. Dobijeni profil
signala ukazao je na metilovane pojedinacne CCG ponovke kod bolesnika iz porodica DF2
i DF3, koji su prisutni na krajnjem 3’ delu ekspanzije (Slika 4.13). Osim toga, dobijeni
RP-PCR profili ukazali su na metilaciju prvih CCG ponovaka u okviru dva manja CCG
bloka kod bolesnika DF4-1, i potvrdili su metilaciju CCG ponovaka u okviru heksamera
CCGCTG kod bolesnika iz porodice DF1 i bolesnika DF4-1, uocenu koris¢enjem kliznog
prajmera DM1_for_k1 (Slika 4.13).
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Prajmer DM1_for_k3 iskoris¢en je za detekciju metilacije CCG ponovaka u okviru
kratkih CCG blokova. Dva specifi¢na signala kod oba bolesnika iz porodice DF3 ukazala
su na metilaciju citozina u okviru dva (CCG); bloka na 3’ kraju ekspanzije (Slika 4.13).
Takode, prisustvo manjih signala vece duzine kod osobe DF3-1 ukazalo je na moguce
prisustvo dodatnih kratkin CCG blokova, uzvodno od onih koji su detektovani Sangerovim
sekvenciranjem (Slika 4.4). Profil dobijenih signala potvrdio je metilaciju CCG ponovaka u
okviru dva kratka CCG bloka kod osobe DF4-1 (Slika 4.13). Za bolesnike iz porodice DF2
dobijena je serija signala na udaljenosti od 3 bp, koja je nagovestila metilaciju citozina u
okviru velikih CCG blokova ((CCG)ss kod DF2-1 i (CCG)4 kod DF2-2) na 3’ kraju
ekspanzije (Slika 4.13). Neobicni profili, u smislu odsustva opadajucih signala udaljenosti
3 bp (lestvicast profil), kod obe osobe mogu se objasniti neperfektnom hibridizacijom

prajmera koji se 5’ krajem vezuje za nemetilovane, a 3’ krajem za metilovane ponovke.

Koris¢enjem kliznog prajmera DM1 for TCG potvrdena je metilacija CCG
ponovaka u okviru velikih CCG blokova kod ¢lanova porodice DF2, jer su dobijeni
oc¢ekivani lestvicasti profili, u skladu sa vezivanjem ovog prajmera za pravilne nizove od
Sest metilovanih CCG ponovaka (Slika 4.13).

Imaju¢i u vidu da prethodno koris€eni klizni prajmeri mogu da detektuju samo
metilovane CCG ponovke, svi bolesnici analizirani su na eventualno prisustvo heterogene
metilacije kori§¢enjem metil-specificnog RP-PCR-a sa kliznim prajmerom DM1_for_TTG,
koji hibridizuje sa nemetilovanim CCG ponovcima, a ujedno i sa pravilnim nizom CTG
ponovaka. lako metil-specifican RP-PCR nije kvantitativna metoda, u konkretnom slucaju
postojanje heterogene metilacije utice na efikasnost vezivanja DM1_for_TTG i time moze
pruziti opstu informaciju o proporciji metilovanih varijantnih DMPK ekspanzija u ¢elijama

krvi ispitivanih bolesnika.

91



A DF1-1 160 200 240 C DF2-1310 250 290

4400f velicina fragmenta (nt) 1800 velitina fragmenta (nt)
i N\ \ i
2800 N Y N / 1200 i
{ b ) ' ol
i d | ] I
1200} 600 | “ M i I
| ‘ LA st a1
DF4-1,00 240 280 ] ) DF2-2549 250 200
32001 . - = - 5 1 ] . g
! 1200f | |
2000 } (1 I
\ \ . 500 ‘ | i
i \\‘ f \‘4 \ iy kil A,
800 | | . st TRIAAMARAASAA AR R
1 / tl | f AL _
DF5-3 160 ) 200 . 240 . DF3-1 170 210 250
320 | f é * I : : :
! 3200}
200 | |
| YT \
80 | 800 | ; : !
b i _ nAaa MY \ SRS
DF4-1 170 ) 210 . 250
DF1-1 4000
! ‘ 130 ) 170 ) 210 | O\ Ny b
f ! |
4000 | 2000 {
! + | W " 1l
2000 | ) AR W SN et e S —
DF2-1 130 . 170 : 210 . DF2-1 230 ; 270 ; 310
H 1 f |
32001 ) 3600_
2400} N \y 2400,
1200/ ‘ ‘ ‘ 1200
DF3-1 130 170 210 DF2-2 230 270 310
; : 7 4 4 ; Ll . 270 - 310
32001 ' 2400}
2400 1600! |
{ \: \ \ \ i i
1200 T s00! (1],
DF4-1 130 170 210 DF5-3 230 270 310
f 800
4000 |
\ N 400

Slika 4.13. Metilacija CCG ponovaka na 3' Kkraju varijantnih DMPK ekspanzija
pokazana metil-specificanim RP-PCR-om. (A) Koris¢enjem kliznog prajmera
DM1 for_k1, koji hibridizuje sa metilovanim CCG ponovkom u CCGCTG heksameru
DMPK ekspanzije, uoceni su pojedinacni signali koji odgovaraju poziciji CCGCTG
heksamera u varijantnim DMPK ekspanzijama DF1-1 i DF4-1, dok kod osobe sa perfektnim
(CTG), nizom (DF5-3) nisu dobijeni signali. (B) Koris¢enjem kliznog prajmera
DMI for k2, koji se 3’ krajem vezuje za metilovan citozin, dobijeni su pojedinacni signali
koji odgovaraju pozicijama pojedina¢nih metilovanih CCG ponovaka u porodicama DF2 i
DF3, zatim pozicijama CCG ponovaka u okviru dva manja CCG bloka i CCGCTG
heksamera kod DF4-1, kao i pozicijama CCGCTG heksamera kod DF1-1. (C) Upotrebom
kliznog prajmera DM1_for k3, koji se svojim 3’ krajem vezuje za tri uzastopna metilovana
CCG ponovka, detektovani su pojedinacni signali koji odgovaraju pozicijama metilovanih
CCG ponovaka u okviru kratkih CCG blokova na 3’ kraju ekspanzije kod DF3-1, kao i u
okviru dva kratka CCG bloka kod DF4-1. Takode, profil sa serijom signala udaljenih 3 bp u
porodici DF2 (DF2-1 i DF2-1) ukazao je na metilaciju u okviru velikog perfektnog CCG
bloka. (D) Upotrebom kliznog prajmera DM1_for TCG koji se vezuje za niz od Sest
metilovanih CCG ponovaka, dobijeni lestvicasti profili sa signalima na svaka 3 bp potvrdili
su metilaciju velikog CCG bloka u porodici DF2. Odsustvo signala kod osobe sa ¢istom
DMPK ekspanzijom (DF5-3) potvrdilo je specificnost RP-PCR reakcije. Profili drugih
¢lanova porodice DF1 (DF1-2 i DF1-3) i DF3 (DF3-2) bili su identi¢ni profilima kod DF1-1
i DF3-1, redom.



S tim u vezi, kod bolesnika iz porodice DF2 i osobe DF4-1, RP-PCR profili sa
kliznim prajmerom DM1_for_TTG odlikovali su se znac¢ajnim padom u intenzitetu signala
i velikim prazninama (Slika 4.14), ukazuju¢i na to da skoro sve celije krvi sadrze
metilovane varijantne DMPK ekspanzije. Sa druge strane, profili bolesnika iz porodica DF1
I DF3 bili su lestvicasti, tj. odlikovali su se serijom opadajucih signala bez uocenih
nepravilnosti (Slika 4.14), koje se kod navedenih bolesnika pojavljuju i u RP-PCR
profilima iz nekonvertovane genomske DNK (Slike 4.1 i 4.2). Ovaj rezultat ukazuje na to

da navedeni bolesnici imaju vecu proporciju ¢éelija krvi sa nemetilovanim varijantnim

DMPK ekspanzijama.
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Slika 4.14. Heterogena metilacija CCG ponovaka na 3’ kraju varijantnih DMPK
ekspanzija pokazana metil-specificanim RP-PCR-om. Metil-specificni RP-PCR profili
dobijeni koriS¢enjem prajmera DM1 for TTG, koji hibridizuje sa nemetilovanim CCG
ponovcima, a ujedno 1 sa perfektnim nizom CTG ponovaka, pruzili su opstu informaciju o
stepenu metilacije CCG ponovaka na 3’ kraju ekspanzije. (A) Dobijeni lestvicasti profili
kod bolesnika DF1-1, DF3-1 i DF3-2 ukazali su na postojanje znacajne proporcije alela sa
nemetilovanim CCG ponovcima. (B) Znacajni pad u intenzitetu signala i velike praznine u
profilima bolesnika DF2-1 i DF4-1 ukazali su na to da su CCG ponovci u skoro svim
alelima metilovani. Pad u intenzitetu signala kod bolesnika DF5-2, koji je analiziran kao
kontrola koja ne poseduje CCG ponovke, nastao je usled prisustva pojedinaénog CTC
prekida i neperfektne hibridizacije kliznog prajmera DM1_for_TTG. Profili drugih ¢lanova
porodice DF1 (DF1-2 i DF1-3) i DF2 (DF2-2) bili su identi¢ni profilima kod DF1-1 i
DF2-1, redom.
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Prvi put u ovom radu opisana (heterogena) metilacija CCG ponovaka u DMPK
ekspanzijama dodatno je potvrdena koris¢enjem nizvodnog RP-PCR-a u kome je matrica

bila genomska DNK digerirana enzimom Ssil osetljivim na metilaciju.

Nizvodni RP-PCR, raden sa tri razli¢ita klizna prajmera specificna za CCG ponovke
(GC1_CC, GC1_CCG i P5CCQG) (Tabela 3.1), rezultovao je signalima istih duzina iz Ssil
digerirane i nedigerirane DNK, ¢ime je potvrdena metilacija samih CCG ponovaka (Slika
4.15). Postojanje razlika u intenzitetu specifi¢nih signala izmedu digerirane i nedigerirane
DNK mogle su odrazavati razlike u stepenu metilacije izmedu bolesnika, ali su mogle
nastati i usled razlika u efikasnosti umnozavanja proizvoda razli¢itih duzina, zbog ¢ega se
intenzitet dobijenih signala nije smatrao indikacijom za stepen metilacije kod datog
bolesnika. Upotrebom prajmera GC1_CC, DNK digerirana enzimom Ssil dala je specifi¢ne
signale kao i nedigerirana DNK kod svih bolesnika sa CCG varijantnim ponovcima (Slika
4.15). S obzirom na to da enzim Ssil digerira nemetilovanu CCGC sekvencu, ovi rezultati
potvrduju prisustvo metilacije CCG ponovaka u okviru razli¢itih obrazaca na 3’ kraju
DMPK ekspanzija. Upotrebom prajmera GC1_CCG, dobijeni su specifi¢ni obrasci signala
uporedivi izmedu Ssil digerirane i nedigerirane DNK kod bolesnika iz porodice DF1 i
osobe DF4-1, ¢ime je potvrdena metilacija CCG ponovaka u CCGCTG heksamerima (Slika
4.15). Konac¢no, upotrebom prajmera PSCCG dobijena je opadajuca serija signala kako iz
Ssil digerirane, tako i iz nedigerirane DNK kod oba bolesnika iz porodice DF2 (Slika 4.15).
Dobijeni rezultat ukazuje na uspesnu hibridizaciju kliznog prajmera za CCG ponovke, ¢ime
je potvrdena njihova metilacija u okviru blokova (CCG)ss i (CCG)49 kod bolesnika DF2-1 i
DF2-2, redom.
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Slika 4.15. Metilacija CCG ponovaka na 3’ kraju DMPK ekspanzija potvrdena
RP-PCR-om sa kliznim prajmerima specifi¢nim za razli¢ite obrasce CCG ponovaka
i genomskom DNK digeriranom enzimom Ssil kao matricom. Nizvodni RP-PCR
profili kod bolesnika sa varijantnim ponovcima dobijeni iz DNK digerirane enzimom Ssil
(levo), u poredenju sa profilima dobijenim iz nedigerirane DNK (desno). (A) Upotrebom
prajmera GC1_CC, koji svojim 3’ krajem hibridizuje za pojedinacne CCG ponovke,
dobijeni su isti obrasci signala iz digerirane i nedigerirane DNK kod svih bolesnika, cime
je potvrdeno prisustvo metilacije CCG ponovaka. Profili drugih ¢lanova porodice DF1
(DF1-2 i DF1-3), DF2-2 i DF3-2 bili su identi¢ni profilima kod DF1-1, DF2-1 i DF3-1,
redom. (B) Upotrebom prajmera GC1_CCG, koji hibridizuje za CCGCTG heksamere,
dobijeni su isti obrasci signala kod DF1-1 i DF4-1, ¢ime je potvrdena metilacija CCG
ponovaka u CCGCTG heksamerima. Profili kod DF1-2 i DF1-3 bili su identi¢ni profilima
kod DF1-1. (C) Upotrebom prajmera P5SCCG, koji hibridizuje za niz CCG ponovaka,
dobijena je serija signala iz digerirane i nedigerirane DNK kod DF2-1, ¢ime je dokazano
prisustvo metilacije u velikom CCG bloku. Profil DF2-2 bio je identican profilu DF2-1.
Prisustvo signala razli¢itog intenziteta u profilima digerirane i nedigerirane DNK kod
datog bolesnika ne moze se nedvosmileno tumaciti kao indikacija za heterogenu
metilaciju.



Slicno metil-specificnom RP-PCR-u sa kliznim prajmerom DM1 for TTG,
intenzitet dobijenih RP-PCR signala sa kliznim prajmerom specificnim za perfektne CTG
ponovke (P4CTG-for, Tabela 3.1), mogao se smatrati indikacijom stepena metilacije kod
datog bolesnika. Naime, iako ni ova metoda nije kvantitativna, za ocekivati je da digestija
varijantnih DMPK alela odrazava stepen metilacije CCG ponovaka u varijantnim DMPK
ekspanzijama. Koris¢enjem kliznog prajmera P4CTG-for, najmanja odstupanja u
nizvodnim RP-PCR profilima iz Ssil digerirane u odnosu na nedigeriranu DNK bila su kod
bolesnika iz porodice DF2 i osobe DF4-1 (Slika 4.16). Prisustvo signala uporedivog
intenziteta sa karakteristicnim padovima u intenzitetu signala i velikim prazninama u
profilima sa digeriranom i nedigeriranom DNK ukazalo je na o¢uvanost CCG ponovaka.
S obzirom na to da enzim Ssil digerira nemetilovanu CCGC sekvencu, dobijeni rezultati su
potvrdili visoku proporciju ¢elija krvi sa metilovanim CCG ponovcima kod bolesnika
DF2-1, DF2-2 i DF4-1, primec¢enu i metil-specifiécnim RP-PCR-om sa kliznim prajmerom
DM1_for_TTG. Nizvodni RP-PCR profili kod bolesnika iz porodica DF1 i DF3 odlikovali
su se serijom opadajucih signala manje duzine i veceg intenziteta u digeriranoj u odnosu na
nedigereniranu DNK, §to se moZe objasniti vezivanjem prajmera PACTG-for i njegovim
,Klizanjem” duz cistog (CTG), niza na 3’ kraju ekspanzije, nakon poslednjeg CCG prekida
(Slika 4.16). Dobijeni profili iz digerirane DNK ukazali su na delovanje enzima Ssil i
posledi¢no na prisustvo nemetilovanin CCG ponovaka u varijantnim DMPK alelima.
Medutim, prisustvo kra¢ih praznina pra¢enih novom serijom od nekoliko ili vise
opadajucih signala moglo se objasniti vezivanjem kliznog prajmera pre poslednjeg
detektovanog CCG prekida (Slika 4.16). Dobijeni rezultat je u skladu sa rezultatom
metil-specificnog RP-PCR-a sa kliznim prajmerom DM1_for_TTG i ukazuje na to da kod
bolesnika iz porodica DF1 i DF3 postoji odredena proporcija ¢elija krvi sa metilovanim

CCG ponovcima u varijantnim ekspanzijama.
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Slika 4.16. Heterogena metilacija CCG ponovaka na 3’ kraju DMPK ekspanzija
potvrdena RP-PCR-om sa prajmerom specificnim za perfektni niz CTG ponovaka i
genomskom DNK digeriranom enzimom Ssil kao matricom. RP-PCR profili kod
bolesnika sa varijantnim ponovcima dobijeni iz DNK digerirane enzimom Ssil (levo) u
poredenju sa RP-PCR profilima dobijenim iz nedigerirane DNK (desno). Najmanja
odstupanja u duzini signala izmedu profila kod DF2-1 i DF4-1 ukazuju na ocuvanost
CCG prekida usled inhibicije enzima Ssil ve¢inskom proporcijom metilovanih DMPK
varijantnih ekspanzija. Sa druge strane, krace serije opadajuc¢ih signala i njihov veliki
intenzitet kod DF1-1 i porodice DF3 ukazale su na delovanje enzima Ssil, odnosno
prisustvo nemetilovanih CCG ponovaka u varijantnim DMPK ekspanzijama. Ipak,
prisustvo kratkih praznina, koje prate nove serije opadajucih signala, ukazuje na
postojanje izvesne proporcije DMPK ekspanzija sa metilovanim CCG ponovcima. Profili
drugih ¢lanova porodica DF1 (DF1-2 i DF1-3) i DF2 (DF2-2) bili su identi¢ni profilima
DF1-1i DF2-1, redom.
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4.5.3. Povezanost metilacije varijantnih ponovaka na 3' kraju ekspanzije i metilacije
CpG ostrvaca u regionima nizvodno i uzodno od ponovaka u genu DMPK

Na slici 4.17 predstavljeni su veli¢ina ekspanzije, struktura ponovljenog niza u genu
DMPK, i status metilacije okolnih CpG ostrvaca kod analiziranih bolesnika sa varijantnim
ekspanzijama i juvenilno-adultnom formom DML i kod dva kontrolna bolesnika sa ¢istim
DMPK ekspanzijama (jednog sa juvenilno-adultnom i jednog sa kongenitalnom formom).
lako koriscene metode za analizu metilacije CCG ponovaka nisu kvantitativne, kod
bolesnika koji poseduju pravilni niz od 36 i 40 CCG ponovaka (DF2-1 i DF2-2) i kod
bolesnika koji poseduje veci broj rasutih CCGCTG heksamera i kra¢e nizove pravilnih
CCG ponovaka (DF4-1), uoceni su vec¢inski metilovani CCG ponovci (Slika 4.17). Sa
druge strane kod bolesnika koji imaju manji broj CCGCTG heksamera (porodica DF1) i
bolesnika koji imaju krac¢e nizove pravilnih CCG ponovaka i nekoliko rasutih CCG
ponovaka (porodica DF3), uocen je manji stepen metilacije CCG ponovaka (Slika 4.17).
Ovi rezultati ukazuju na to da bi stepen metilacije CCG ponovaka na 3’ kraju DMPK
ekspanzija najpre mogao da zavisi od strukture CCG ponovaka, u kojoj je ukupna
zastupljenost CCG ponovaka vazan faktor.

Zanimljivo je da je metilacija okolnih CpG ostrvaca, detektabilna bisulfitnim
sekvenciranjem, kod bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama uo¢ena samo kod onih
koji imaju vecinski metilovane CCG ponovke (DF2-1, DF2-2 i DF4-1), pri ¢emu je
metilacija uzvodnog regiona uocena samo kod bolesnika DF2-1 i DF2-2 (Slika 4.17).
Navedena zapazenja sugerisu da stepen metilacije okolnih CpG ostrvaca, sli¢cno stepenu
metilacije samih CCG ponovaka, zavisi od zastupljenosti i strukture CCG ponovaka u
(CTG), nizu gena DMPK. Tako, najsnazniji signal za metilaciju CpG ostrvaca bili su
pravilni nizovi od 36 i 40 CCG ponovaka kod bolesnika DF2-1 i DF2-2, redom. Imaju¢i u
vidu razlicite velic¢ine ekspanzija (Tabela 4.2) i uzrasta uzorkovanja analiziranih bolesnika
(14-61,5 godina), izgleda da velicina ekspanzije i starosna dob nemaju bitan uticaj na
metilaciju varijantnin CCG ponovaka i okolnih CpG ostrvaca. Sveukupno, zapazanja o
metilaciji CCG ponovaka u DMPK ekspanzijama i njihovih uzvodnih i nizvodnih CpG
ostrvaca navode na pretpostavku da bi metilacija mogla da se inicira na samim CCG
ponovcima, dok je metilacija okolnih CpG ostrvaca posledica njenog lokanog sirenja (eng.
methylation spreading).
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Slika 4.17. Stepen metilacije samih CCG ponovaka i stepen metilacije okolnih CpG ostrvaca u ¢elijama krvi zavisi od strukture
varijantnih CCG ponovaka na 3’ kraju DMPK ekspanzije. Kod svakog bolesnika neveden je opseg veli¢ina ekspanzije i struktura
ponovljenog niza, status metilacije varijantnin CCG ponovaka na osnovu rezultata metil-specifiécnog RP-PCR-a i RP-PCR-a sa DNK
digeriranom enzimom Ssil osetljivim na metilaciju, kao i status metilacije okolnih CpG ostrvaca procenjenog bisulfitnim sekvenciranjem.
Stepen metilacije varijantnih CCG ponovaka u ¢elijama krvi prikazan je kao: vecinski metilovan (crno, podebljano) i delimi¢no metilovan
(sivo, podebljano). Varijantni CTC ponovak je podvucen. Metilacija CpG ostrvaca analizirana je u regionima od ~300 bp uzodno i ~200 bp
nizvodno u odnosu na ponovke i obuhvatila je mesta CTCF1 i CTCF2, prikazana uokvireno. Stepen metilacije CpG ostrvceta prikazan je
kao: vecinski metilovan (crni krug), delimi¢no metilovan (sivi krug) i nemetilovan (beli krug). * - osoba sa ¢istom DMPK ekspanzijom i
juvenilno adultnom formom bolesti; ** - osoba sa ¢istom DMPK ekspanzijom i kongenitalnom formom bolesti.
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45.4. Validacija metil-specifi(hog RP-PCR-a dizajniranog za ispitivanje

metilacionog statusa varijantnih CCG ponovaka u DMPK ekspanzijama

Verodostojnost rezultata metil-specificnog RP-PCR-a, dizajniranog za detekciju
metilovanih CCG ponovaka u DMPK ekspanzijama, potvrdena je analizom metilacije CGG
ponovaka u genu FMR1 metil-specificnim RP-PCR-om prema protokolu iz studije Zhou i
saradnika (2006). Kod decaka sa FRAXA sindromom, ekspanzija od preko 200 CGG
ponovaka u genu FMR1 na hromozomu X je u potpunosti metilovana, dok su wild-type
aleli kod zdravih decaka nemetilovani (Hansen, Gartler, Scott, Chen, & Laird, 1992).
Upotrebom kliznog prajmera mTPR (Tabela 3.4), dobijeni su obrasci signala karakteristi¢ni
za trinukleotidnu ekspanziju kod obolelih decaka, sto je potvrdilo oc¢ekivanu metilaciju
CGG ponovaka (Slika 4.18). Profil se odlikovao prisustvom praznine od 24 bp na 5’ kraju
ekspanzije, koja nastaje usled prisustva jednog AGG prekida u CGG ekspanziji. Sa druge
strane, kod zdravog decaka nisu detektovani signali, u skladu sa o¢ekivanim odsustvom
metilacije (Slika 4.18).
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Slika 4.18. Metilacioni status CGG ponovaka u FMR1 alelima ispitivan
metil-specificnim RP-PCR-om. Metil-specificni RP-PCR profili FMR1 alela kod
FRAXA bolesnika (levo) i zdravih osoba (desno). Upotrebom kliznog prajmera mTPR,
koji hibridizuje sa metilovanim CGG ponovcima, dobijeni su obrasci signala
karakteristi¢ni za ekspanziju kod obolelog, ali ne i zdravog decaka, ¢ime je potvrdena
metilacija CGG ponovaka samo na ekspandovanom FMR1 alelu. Pad u intenzitetu signala
duzine 24 bp kod obolelog decaka (oznaceno strelicom) ukazuje na prisustvo jednog AGG
varijantnog ponovaka. Upotrebom istog kliznog prajmera, dobijeni su lestvicasti obrasci
opadaju¢ih signala kod Zene heterozigotnog nosioca ekspanzije, ¢ime je potvrdena
metilacija CGG ponovaka na ekspandovanom FMR1 alelu. Profil metil-specifi¢nog
RP-PCR-a kod zdrave Zene karakterisao se specificnim obrascem signala sa dve praznine
od 24 bp (oznaCeno strelicama), koji ukazuje na metilovani wild-type alel sa dva
poiedina¢na AGG variiantna ponovaka na inaktiviranom hromozomu X.



Zene poseduju dva hromozoma X, od kojih je jedan nasumiéno inaktiviran, tako da
su FMR1 aleli na inaktiviranom hromozomu X metilovani. S tim u vezi, metil-specifi¢ni
RP-PCR dao je proizvode i kod zdravih zena, specifi¢nog obrasca signala sa dve praznine
od 24 bp, nastale usled prisustva dva AGG prekida na wild-type alelima (Slika 4.18). Kod
zena heterozigotnih nosilaca FMR1 ekspanzije, dobijeni su lestvicasti profili u skladu sa
ocekivanom metilacijom CGG ponovaka na ekspandovanom alelu (Slika 4.18).

Potvrda verodostojnosti rezultata, ali i provera dizajna metil-specificnog RP-PCR-a
za varijantne DMPK ekspanzije sa CCG ponovcima, dobijena je analizom metilacije tri
niza neperfektnin CCG ponovaka koji se nalaze nizvodno od ekspanzijama sklonih CAG
ponovaka u genu HTT. U dizajniranom metil-specific(nom RP-PCR-u, upotrebom kliznog
prajmera DM1_for_TCG (Tabela 3.3), nisu detektovani specifi¢ni signali koji bi ukazivali
na metilaciju CCG ponovaka ni kod HD bolesnika, ni kod zdravih osoba (Slika 4.19).
Koris¢enjem kliznog prajmera DM1_for TTG (Tabela 3.3), uoceni su specifi¢ni signali
kod svih testiranih osoba, potvrdujuci odsustvo metilacije CCG ponovaka. Ovaj rezultat je
ukazao na to da prvi niz CCG ponovaka nizvodno od CAG ponovaka u genu HTT nije
metilovan bez obzira na to da li je broj CAG ponovaka u normalnom opsegu variranja ili
ekspandovan (Slika 4.19). Metil-specificnim RP-PCR-om analizirana su jos 2 kratka
nizvodna regiona sa ukupno 16 potencijalnih mesta metilacije. Kao i u prethodnom slucaju,
koris¢enjem prajmera koji hibridizuju za metilovane sekvence (HD_k1_CG - HD_k4 CG,
Tabela 3.5), nisu dobijeni specifi¢ni signali ni kod HD bolesnika ni kod zdravih osoba
(Slika 4.19). Sa druge strane, u RP-PCR reakcijama sa kliznim prajmerima koji hibridizuju
za nemetilovane sekvence (HD_k1- TG - HD_k4_TG, Tabela 3.5), dobijeni su specifi¢ni
signali odgovaraju¢e duzine kod svih analiziranih osoba (Slika 4.19). Ukupno, ovi rezultati
pokazuju da CpG mesta nizvodno od CAG ponovaka u genu HTT ne podlezu metilaciji.

Odsustvo metilacije CCG ponovaka u regionu gena HTT, Kkoji je po strukturi
ponovaka slican strukturi DMPK ekspanzije sa varijantnim CCG ponovcima, ujedno
ukazuje na to da bi za iniciranje metilacije CCG ponovaka od znacaja mogli biti sledeci

faktori: pravilnost CCG nizova, duzina CTG/CAG niza i kontekst okolnih sekvenci.
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Slika 4.19. Odsustvo metilacije CCG ponovaka nizvodno od ekspanzijama sklonih
CAG ponovaka u genu HTT pokazano metil-specificanim RP-PCR-om. Profili
metil-specificnog RP-PCR-a regiona nizvodno od ekspanzije CAG ponovaka u genu HTT
kod HD bolesnika i zdravih osoba. Sve reakcije su radene paralelno sa dva razlicita tipa
kliznih prajmera, koji hibridizuju za nemetilovana (levo) ili metilovana (desno) CpG
ostrvca. (A) Upotrebom prajmera DM1_for_TCG, koji hibridizuje za metilovane CCG
ponovke, nisu detektovani specificni signali ni kod jedne ispitivane osobe. Medutim,
koris¢enjem prajmera DM1_for TTG, koji hibridizuje za nemetilovane CCG ponovke,
uoceni su specificni signali kod svih ispitivanih osoba, ¢ime je pokazano da prvi niz CCG
ponovaka nizvodno od CAG ponovaka u genu HTT nije metilovan bez obzira na broj
CAG ponovaka. (B-E) U daljim reakcijama metil-specifi¢cnog RP-PCR-a analizirana su
jo§ 4 kratka nizvodna regiona sa ukupno 16 CpG ostrvaca. KoriS¢enjem cetiri prajmera
koji hibridizuju za metilovana CpG ostrvca (HD_k1 _CG - HD_ k4 _CG) nisu dobijeni
specifiéni signali ni kod jedne ispitivane osobe. Sa druge strane, koriS¢enjem prajmera
koji hibridizuju za nemetilovana CpG ostrvca (HD_k1 TG - HD_k4 TG) dobijeni su
specifi¢ni signali kod svih ispitivanih osoba, ¢ime je pokazano da drugi i tre¢i niz CCG
ponovaka nizvodno od CAG ponovaka u HTT genu ne podlezu metilaciji.
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4.6. Korelacija genotipa i fenotipa kod bolesnika sa varijantnim DMPK

ekspanzijama

Klinicke karakteristike bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama identifikovanim u
ovoj studiji sumirane su u Tabeli 4.6.

4.6.1. Povezanost varijantnih ponovaka sa misiénom zahvaéenoséu i stepenom

miotonije kod DM1 bolesnika

Prvi pregled 5 od 9 bolesnika ukazao je na mogu¢u DM2 dijagnozu. U odnosu na grupu od
234 DM1 bolesnika iz Srpskog registra za miotoni¢ne distrofije (podatak iz septembra
2017. godine), u kojoj se kod samo jednog bolesnika prvobitno sumnjalo na DM2, klini¢ka
sumnja na DM2 je bila statisticki znac¢ajno ¢e$¢a kod bolesnika sa varijantnim DMPK
ekspanzijama (Fiserov egzaktni test, p=1,1e”). Pored klinickih simptoma koji se ne
smatraju tipicnim za DM1 (Poglavlje 4.1), vec¢ina bolesnika sa varijantnim DMPK
ekspanzijama odlikovala se sporom progresijom misi¢ne slabosti i manje izrazenom
perkusionom miotonijom. Perkusiona miotonija je bila statisti¢ki znac¢ajno manje izrazena
kod DM1 bolesnika sa varijantnim ponovcima (medijana, Mdn=2) u poredenju sa
bolesnicima sa neprekinutim (CTG), nizom (Mdn=9) (Wilcoxon-Mann-Whitney test,
W=597.5, p=4e™). Naprotiv, razlika u stepenu aktivne miotonije izmedu bolesnika sa
varijantnim (Mdn=4) i ¢istim DMPK ekspanzijama (Mdn=5) bila je na granici zna¢ajnosti
(Wilcoxon-Mann-Whitney test, W=466.5, p=0.08). Uocena razlika u stepenu miotonije
izmedu bolesnika sa varijjantnim 1 Cistim DMPK ekspanzijama ne moZe se objasniti
duzinom progenitornog alela, s obzirom na to da modeli linearne regresije nisu pokazali
statisticku znacajnu korelaciju izmedu duzine progenitornog alela (procenjenog kao donja
granica razmaza na LR-PCR-baziranom Southern blotu) i stepena perkusione miotonije
(F(1,83)=0.04, p=0.85), kao i stepena aktivne miotonije (F(1,83)=0.06, p=0.8) (Tabela 4.7,
Slika 4.20). Svi testirani bolesnici sa varijantnim ponovcima pokazali su normalne rezultate

kognitivnog testiranja merene baterijom testova ACE-R (Tabela 4.6).
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Tabela 4.6. Klinicke karakteristike DM1 bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama.

Karakteristike/ldentifikacioni

a
broj bolesnika DF1-1 DF1-2 DF1-3 DF2-1 DF2-2 DF3-1 DF3-2 DF4-1 DF5-2 DF5-3
Tip varijantnih ponovaka CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CCG CTC odsutni
Uzrast pocetka bolesti 39 30 15 40 12 45 31 39 22 21
Ptoza ++ - - ++ + + + + + +
Slabost +++ ++ + + - ++ - +++ - +
sternokleidomastoidnog misica
Misi¢na snaga °

proksimalno GE 4 5 5 4 5 5 5 4 5 5
distalno GE 3 4 4 3 5 5 5 3 4 4
proksimalno DE 3 5 5 4 5 4 5 4 5 5
distalno DE 2 4 4 4 5 5 5 4 5 5
Aktivna miotonija/perkusiona  4/7 4/0 8/0 9/2 0/2 3/2 0/0 4/10 2/3 6/6
miotonija (s)
Druge misiéno-skeletne - bez hipertrofija  , krilata” - - segmentna - - -
karakteristike hipotrofije listova lopatica hipotrofija
miSica, desno vastus
hipertrofija medialisa
listova desno
Katarakta + - - + - + - + + +
Frontalna éelavost + + + + - - - + - -
Neplodnost - - + - NA - - NA - -
Metaboli¢ke promene glukozna - - - - Hipotireoza - hipertireoza, - -
inetolerancija hiperparatir
eodizam
Kardiolo$ki simptomi sinusna - - grani¢ni PR - produzena - grani¢na LV  grani¢ni -
bradikardija, interval, LV hipertrofija PR
regurgitacija produzena relaksacija interval
mitralnih LV
zalistaka relaksacija
Spirometrija normalna Normalna normalna normalna normalna  Normalna normalna blaga normalna  normalna
restrikcija,
FVC 86%
ACE-R rezultat NA 85 99 95 NA NA NA 89 91 NA

- odsutna, + blaga, ++ umerena, +++ ozbiljna; LV — leva komora; NA — nedostupan podatak; FVVC — forsirani vitalni kapacitet;
ACE-R — Addenbrooke’s Cognitive Examination — Revised (ukupan rezultat nizi od 82 smatran je patoloskim).
Snaga najslabijih proksimalnih 1 distalnih miSi¢a ruku 1 nogu ocenjivana je od 0 do 5 koriS¢enjem skale Medical Research

Council (MRC).

% Bolesnik bez varijantne ekspanzije prikazan zbog poredenja sa sestrom (DF5-2) koja ima prekid.

b Predstavljena je snaga najslabijeg miSica.
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Tabela 4.7. Korelacija stepena perkusione (PM) i aktivne (AM) miotonije sa
procenjenjenom duzinom progenitornog alela (PAL).

Model Parametar Koeficijent Stagrlciglzgna t-statistika  Pr(>|t|) (prilalz:) deni) vregn ost
PM = B, + Intercept Bo=9,3558 2,6152 3,577 5,8¢™ 001 085
Bilogio(PAL) logio(PAL)  B;=-0,2051 1,0473 -0,196 0,85 ’ ’
AM = B, + Intercept Bo= 15,1609 2,2979 2,246 0,03 001 o8
Bilogio(PAL) logio(PAL)  B;=0,234 0,9203 0,254 0,8 ’ ’

Modeli linearne regresije uradeni su na grupi od 85 DMI bolesnika za koje su genetic¢ki
podaci bili dostupni iz baze Centra za humanu molekularnu genetiku Bioloskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, dok su podaci za stepen prekusione i aktivne miotnije preuzeti iz
Srpskog registra za miotoni¢ne distrofije ,,Aktenahten”. PAL je procenjen kao donja
granica razmaza na LR-PCR-baziranom Southern blotu.
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Slika 4.20. Odsustvo korelacije izmedu stepena perkusione (A) i aktivne (B)
miotonije sa duZinom progenitornog alela u grupi DM1 bolesnika sa ¢istim DMPK
ekspanzijama iz Srbije (n=85). Duzina progenitornog alela procenjena je kao donja
granica razmaza na LR-PCR-baziranom Southern blotu i predstavljena je na
logaritamskoj (baza 10) skali. Isprekidane linije predstavljaju regresione linije
odgovarajuc¢ih lineranih modela (Tabela 4.7) koji nisu bili statisti¢ki znacajni na grupi
od 85 DM1 bolesnika sa Cistim ekspanzijama (p=0.85 i p=0.8, redom).
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4.6.2. Uticaj varijantnih ponovaka na uzrast pocetka bolesti kod DM1 bolesnika

Uticaj veli¢ine DMPK ekspanzije na uzrast pocetka bolesti ispitan je linearnom regresijom
na grupi od 143 bolesnika sa Cistim CTG ponovcima. Uocena je statisticki znacajna
negativna korelacija izmedu uzrasta pocetka bolesti i duZine progenitornog alela,
procenjenog kao donja granica razmaza na LR-PCR-baziranom Southern blotu
(F(1,141)=74.44, adjusted r’=0.34, p=1.18¢*) (Tabela 4.8, Slika 4.21). Prema dobijenom
modelu, duzina progenitornog alela objasnjava 34% ukupne varijabilnosti u uzrastu pocetka
bolesti kod DM1 bolesnika. Kod bolesnika DF4-1, i prve ispitivane generacije u
porodicama DF1, DF2, i DF3 (bolesnici DF1-1, DF2-1 i DF3-1), od kojih svi poseduju
CCG varijantne ponovke, uzrast pocetka bolesti je bio kasniji nego Sto se ocekuje na
osnovu duzine njihovih progenitornih alela prema dobijenom modelu linearne regresije (39
naspram ocekivanih 22 kod DF4-1, 39 naspram ocekivanih 19 kod DF1-1, 40 naspram
oc¢ekivanih 23 kod DF2-1 i 45 naspram ocekivanih 26 kod DF3-1) (Slika 4.21). Sa druge
strane, bolesnik DF2-2 karakterisao se ¢ak ranijim poc¢etkom bolesti nego $to se o¢ekuje na
osnovu duzine progenitornog alela prema modelu (12 naspram ocekivanih 28), dok je
uzrast pocetka bolesti kod DF1-2, DF1-3, DF3-2 i DF5-2 bio u opsegu ocekivanih
vrednosti (30 naspram océekivanih 22, 15 naspram ocekivanih 20, 31 naspram ocekivanih
29 i 22 naspram 26, redom). Medutim, nije uoCena statisti¢ki znacajna razlika izmedu
zapazenih 1 oc€ekivanih vrednosti uzrasta pocetka bolesti u grupi bolesnika sa varijantnim
ponovcima prema dobijenom modelu linearne regresije (Wilcoxon signed-rank test, V=35,
p=0,15). Dobijeni rezultat ukazuje na to da se zapazen kasniji pocetak bolesti kod jednog
broja bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama ne moze objasniti duzinom

progenitornog alela.
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Tabela 4.8. Korelacija uzrasta pocetka bolesti (AgeOnset) Sa procenjenom duzinom
progenitornog alela (PAL).

. Standardna - R” P
Model Parametar  Koeficijent greska t-statistika  Pr(>|t|) (prilagodeni)  vrednost
- Intercept = 76,36 6,053 12,616 <2e™®
AgeOnset = B P Po 0,34 1,18¢™

+ Pulogio(PAL)  Jog,o(PAL)  B;=-21,2 2,457 -8,628 1,18¢™

Model linearne regresije uraden je na grupi od 143 DM1 bolesnika za koje su geneticki
podaci bili dostupni iz baze Centra za humanu molekularnu genetiku Bioloskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, dok su podaci za uzrast pocetka bolesti preuzeti iz Srpskog
registra za miotoni¢ne distrofije ,,Aktenahten”. PAL je procenjen kao donja granica
razmaza na LR-PCR-baziranom Southern blotu.
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Slika 4.21. Negativna korelacija izmedu duZine progenitornog alela i uzrasta pocetka
bolesti u grupi DM1 bolesnika sa ¢istim DMPK ekspanzijama iz Srbije (n=143). Duzina
progenitornog alela procenjena je kao donja granica razmaza na LR-PCR baziranom
Southern blotu i predstavljena je na logaritamskoj (baza 10) skali. Isprekidana linija
predstavlja liniju modela linearne regresije koji je statisticki znaGajan (p=1.18¢™*) i
objasnjava 34% ukupne varijabilnosti u uzrastu pocetka bolesti (R*(adj) = 0.34). Medu
bolesnicima sa varijantnim ponovcima, cetvoro (crni trouglovi) je imalo kasniji uzrast
pocetka bolesti nego Sto bi se prema modelu ocekivalo na osnovu duZine progenitornog

alela.
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4.6.3. Uticaj somatske nestabilnosti varijantnih DMPK ekspanzija na

meduindividualne razlike u uzrastu pocetka bolesti kod DM1 bolesnika

Na osnovu prethodno dobijenih rezultata, pristupilo se ispitivanju da li pokazan nizi nivo
somatske nestabilnosti kod bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama (Poglavlje 4.4.3)
uti¢e na uzrast pocetka bolesti. U ovim analizama je za procenu duzine progenitornog alela
uzet 10. percentil distribucije ucestalosti alela, dobijene kvantifikacijom somatske
nestabilnosti DMPK alela u c¢elijama krvi primenom single-molecule SP-PCR-a (Tabela
8.2.4). Za procenu ocekivanog uzrasta pocetka bolesti koris¢eni su retestirani modeli
linearne regresije 10* i 11* dobijeni na referentnoj grupi od 121 DM1 bolesnika sa ¢istim
ekspanzijama kod kojih je, takode, uradena kvantifikacija somatske nestabilnosti u ¢elijama
krvi primenom single-molecule SP-PCR-a (Morales et al., 2012). Prema modelu 10*, koji
uzrast pocetka bolesti koreliSe sa duzinom progenitornog alela (Tabela 8.2.3), zapazen
uzrast pocetka bolesti bio je od 11 do 23 godine kasniji od o¢ekivanog kod 4 od 7 bolesnika
sa varijantnim ponovcima (DF1-1, DF1-2, DF2-1 i DF3-1) (Tabela 4.9).

Model 11*, koji uzrast pocetka bolesti korelise sa duzinom progenitornog alela i
rezidualnom varijansom somatske nestabilnosti dobijene iz modela 8* (Tabela 8.2.3),
pruzio je nesto bolju predikciju, ali zapazen uzrast pocetka bolesti je i dalje bio kasniji od
oc¢ekivanog (7-20 godina) kod prethodno spomenutih bolesnika (Tabela 4.9). Oba modela
su pokazala blisku predikciju uzrasta pocetka bolesti u kontrolnoj grupi od ¢etiri DM1
bolesnika sa Cistim DMPK ekspanzijama (Tabela 4.9). Medutim, nije uoCena statisticki
znacajna razlika izmedu zapazenih i o¢ekivanih vrednosti uzrasta pocetka bolesti ni u grupi
bolesnika sa varijantnim ponovcima ni u kontrolnoj grupi prema modelima 10* i 11*
(Tabela 4.9). Rezultat vezan za model 10* je u skladu sa razultatom dobijenim u prethodno
predstavljenom modelu linerane regresije, koji koreliSe uzrast pocetka bolesti sa duzinom
progenitornog alela u grupi bolesnika iz Srbije (Poglavlje 4.6.2) i potvrduje da duzina
progenitornog alela ne objasnjava zapazen kasniji pocetak bolesti kod bolesnika sa

varijantnim DMPK ekspanzijama.
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Tabela 4.9. Poredenje zapazenog i ocekivanog uzrasta pocetka bolesti kod bolesnika sa varijantnim i ¢istim DMPK ekspanzijama
u skladu sa analizama u dvema vremenskim tackama.

Oc¢ekivani AO
ID ) AO Krv tl1 Krv t2
bolesnika
E(10*) WSRT E(11*) WSRT E(10*) WSRT E(11*) WSRT
DF1-1 395 16,2 21,9 16,6 21,3
DF1-2 305 18,9 235 18,0 23,3
DF1-3 155 16,5 18,9 16,1 18,0
V=18 V=17 V=25 V=22
DF2-1 405 18,2 23,2 19,1 23,7
P=0,16 P=0,22 P=0,08 P=0,2
DF3-1 455 225 25,8 21,6 27,1
DF3-2 31,5 NA NA 29,0 34,0
DF5-2 225 246 31,7 23,1 28,4
DF5-3* 215 20,2 20,6 17,1 19,0
MD70* 355 41,9 V=1 34,0 V=3 34,3 V=5 29,5 =6

MD179* 13,5 19,7 P=0,25 20,9 P=0,63 17,2 P=1 19,8 P=0,88
MD180* 14,5 17,4 16,3 16,2 13,8

AO — zabelezen uzrast pocetka bolesti u godinama (saopsten od strane bolesnika); t1 i t2 — prva i druga vremenska tacka, redom;
E(10*) — ocekivan uzrast pocetka bolesti prema modelu linearne regresije 10*, koji pokazuje korelaciju izmedu uzrasta pocetka
bolesti i 10. percentila duzine alela (Tabela 8.2.3); E(11*) — o¢ekivan uzrast pocetka bolesti prema modelu linearne regresije 11*,
koji pokazuje korelaciju izmedu uzrasta pocetka bolesti, 10. percentila duzine alela i rezidualne varijabilnosti u somatskoj
nestabilnosti prema modelu linearne regresije 8* (koja se ne objasnjava 10. percentilom duzine alela i uzrastom pocetka bolesti)
(Tabela 8.2.3); WSRT — Wilcoxon signed-rank test; VV — statistika Wilcoxon signed-rank testa koriS¢ena za poredenje
zabeleZenog i o¢ekivanog uzrasta pocetka bolesti u svakoj grupi bolesnika. * — kontrolna grupa.
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U cilju ispitivanja meduindividualne varijabilnosti uzrasta pocetka bolesti,
razmatrana je rezidualna varijansa u modelima 10* i 11* (Tabela 8.2.3). Prema modelu
10*, bolesnici sa varijantnim DMPK ekspanzijama odlikovali su se znafajno ve¢om
rezidualnom varijansom. Naime, medijana standardizovanih reziduala bolesnika sa
varijantnim DMPK ekspanzijama bila je statisticki znac¢ajno veéa nego u referentnoj grupi
(Wilcoxon-Mann-Whitney test, prva vremenska tacka: W=147, p=0,01; druga vremenska
tacka: W=171, p=0,008) (Slika 4.22). Kontrolna grupa nije pokazala statisticki znacajnu
razliku (Wilcoxon-Mann-Whitney test, prva vremenska tacka: W=289, p=0,51; druga
vremenska tacka: W=218, p=0,74) (Slika 4.22). Ovaj rezultat je ukazao na to da kod
bolesnika sa varijantnim ponovcima, pored duzine progenitornog alela, postoje dodatni
faktori sa znacajnim doprinosom individualno-specificnim razlikama u uzrastu pocetka

bolesti.

S tim u vezi, dalje je razmatran model 11* koji kao promenljivu, pored duZine
progenitornog alela, ukljuéuje rezidualnu varijansu somatske nestabilnosti prema modelu
8* (mera za individualno-specifi¢énu somatsku nestabilnost koja se ne objasnjava duzinom
progenitornog alela i uzrastom uzorkovanja). Zanimljivo je da, suprotno modelu 10*, nije
dobijena statisticki znacajna razlika u medijanama standardizovanih reziduala izmedu
bolesnika sa varijantnim ponovcima i referentne grupe (Wilcoxon-Mann-Whitney test, prva
vremenska tacka: W=207, p=0,08; druga vremenska tacka: W=252, p=0,07) (Slika 4.22).
Kontrolna grupa opet nije pokazala statisticki znac¢ajnu razliku (Wilcoxon-Mann-Whitney
test, prva vremenska tacka: W=249, p=0,93; druga vremenska tacka: W=204, p=0,6) (Slika
4.22). Ovaj rezultat ukazuje na to da individualno-specifi¢ne razlike u nivou somatske
nestabilnosti mogu objasniti individualno-specifi¢ne razlike u uzrastu pocetka bolesti,

zapazene kod bolesnika sa varijantnim ponovcima prema modelu 10%*.
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Slika 4.22. Varijantni ponovci su pozitivni geneti¢ki modifikatori uzrasta pocetka
bolesti kod DM1 bolesnika. Grafici korelacije uzrasta pocetka bolesti sa 10.
percentilom duzine alela, kao merom za duZinu progenitornog alela (Higham, 2013),
prema modelu 10* (gornji grafici), i dodatno sa standardizovanim rezidualima
somatske nestabilnosti prema modelu 11* (donji grafici). Analizirana grupa DM1
bolesnika ukljucila je ispitivane bolesnike sa varijantnim ekspanzijama, ispitivane
bolesnike sa Cistim ekspanzijama (kontrolna grupa), i 121 simptomatskog bolesnika sa
Cistim ekspanzijama iz referentne grupe (Morales et al., 2012). Zabelezene vrednosti
uzrasta pocetka bolesti (saopStene od strane bolesnika) prikazane su slovom X kod
bolesnika sa varijantnim ekspanzijama, a slovom O kod kontrolne grupe, u prvoj (krv t1)
i drugoj vremenskoj tacki (krv t2) (2.5-4 godine kasnije za bolesnike sa varijantnim
ekspanzijama i 4-11 godina kasnije za kontrolnu grupu). Bolesnici sa varijantnim DMPK
ekspanzijama odlikovali su se vecom meduindividualnom varijabilno§¢u u uzrastu
pocetka bolesti prema modelu 10*, s obzirom na to da su pokazali vecu rezidualnu
varijansu i medijana njihovih standardizovanih reziduala bila je statisticki znacajno veca
u poredenju sa referentnom grupom (gornji grafici). Ukljuéivanje rezidualne varijanse
somatske nestabilnosti kao promenljive (model 11*) za rezultat je imalo odsustvo
statisticki znacajne razlike u medijanama standardizovanih reziduala izmedu bolesnika
sa varijantnim ekspanzijama i referentne grupe (donji grafici), ukazujuc¢i na to da
individualno-specifi¢ne razlike u nivou somatske nestabilnosti imaju veci uticaj na
uzrast pocetka bolesti kod bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama. Jedan od
faktora koji znacCajno doprinosi individualno-specificnim razlikama u nivou somatske
nestabilnosti su upravo varijantni ponovci (Slika 4.8). Kontrolna grupa nije pokazala
razlike u skladu sa obama modelima.



Dodatno, medijana standardizovanih reziduala uzrasta pocetka bolesti u modelu 11*
bila je statisticki znac¢ajno niza nego u modelu 10* kod bolesnika sa varijantnim ponovcima
(Wilcoxon signed-rank test, prva vremenska tacka: V=0, p=0,03; druga vremenska tacka:
V=0, p=0,02), dok to nije bio slu¢aj ni u kontrolnoj (Wilcoxon signed-rank test, prva
vremenska tacka: V=6, p=0,88; druga vremenska tacka: V=6, p=0,88), ni u referentnoj
grupi (Wilcoxon signed-rank test, V=3854, p=0,67). U skladu sa ovim rezultatom,
individualno-specifi¢ne razlike u nivou somatske nestabilnosti imaju veéi uticaj na uzrast
pocetka bolesti kod bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama. S obzirom na to da je
prethodno pokazano da varijantni ponovci, stabilizacijom DMPK ekspanzija u somatskim
¢elijama, znacajno doprinose individualno-specificnim razlikama u nivou somatske
nestabilnosti, posredno se moze zakljuciti da su varijantni ponovci faktori sa pozitivnim

modifikuju¢im efektom na uzrast pocetka bolesti kod DM1 bolesnika.
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5. Diskusija

Miotoni¢na distrofija tip 1 je jedna od fenotipski najvarijabilnijih monogenskih bolesti.
Broj CTG ponovaka u DMPK ekspanzijama je glavni faktor koji odreduje tezinu klinicke
slike DM1 bolesnika (De Antonio et al., 2016), a pretpostavlja se da dodatni faktori, kao $to

su geneticki, epigeneticki i/ili sredinski, mogu modifikovati efekat uzro¢ne mutacije
(Lamar & McNally, 2014).

Pre nepunih deset godina otkriveno je da izvestan broj DM1 bolesnika poseduje
varijantne ponovke u DMPK ekspanzijama (Musova et al., 2009), za koje se do tada
smatralo da se sastoje od perfektnih CTG ponovaka. Studije koje su usledile pokazale su da
3-5% DML bolesnika poseduje varijantne DMPK ekspanzije (Botta et al., 2017; Braida et
al., 2010; Santoro et al., 2013). S obzirom na to da vecina ovih bolesnika ispoljava
neobi¢ne ili blage klinicke simptome i da kongenitalna forma nije opisana u takvim
porodicama, varijantni ponovci se od samog otkri¢a razmatraju kao moguci geneticki
modifikatori DM1 fenotipa. Imaju¢i u vidu da je DM1 retka bolest i da bolesnici sa
varijantnim ponovcima ¢ine manje od 5% DM1 bolesnika, Kklinicki opis i
molekularno-genetic¢ka karakterizacija svakog takvog bolesnika je znacajna za sakupljanje
podataka na osnovu kojih bi se rasvetlio efekat varijantnih ponovaka na nestabilnost DMPK
ekspanzija, molekularnu patogenezu i, posledi¢no, na Kklinicku prezentaciju. Ovakva
saznanja doprinose objasnjenju izuzetno Sirokog fenotipskog spektra DM1, a njihov
aplikativni znacaj je u pruzanju adekvatnog genetickog saveta takvim porodicama,
unapredenju nacina regrutovanja bolesnika za klini¢ke studije i otvaranju moguc¢nosti za

dizajn novih terapeutika.

U ovoj doktorskoj tezi uradena je pretraga varijantnih DMPK ekspanzija u
reprezentativnoj grupi DM1 bolesnika iz Srbije. Identifikovani bolesnici su, zatim, detaljno
molekularno-geneticki i klinicki okarakterisani. Dobijeni rezultati ukazuju na to da su CCG
najcesci tip identifikovanih varijantnih ponovaka, kao i da varijantni ponovci imaju
stabilisu¢i efekat na medugeneracijsku i somatsku nestabilnost DMPK ekspanzija. Dalje,

prvi put je pokazano da je mutaciona dinamika varijantnih DMPK ekspanzija
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tkivno-specificna, da su obrasci prekida stabilni u somatskim tkivima tokom vremena, da
prekidi u DMPK ekspanzijama doprinose kasnijem ispoljavanju simptoma bolesti i da je
mehanizam kojim ovo postizu geneticka stabilizacija DMPK ekspanzija u somatskim
¢elijama. Najzad, ispitivanjem metilacije varijantnin DMPK ekspanzija otkriveno je da su
sami varijantni CCG ponovci metilovani u ¢elijama krvi, na osnovu ¢ega je pretpostavljeno
da je metilacija CpG ostrvaca uzvodno i nizvodno od ponovaka posledica lokalnog sirenja
metilacije, koja se inicira na samim ponovcima. Sveukupno, rezultati ove doktorske teze
podvlace klini¢ki znacaj varijantnih ponovaka kao modifikatora fenotipa DM1, koji se
ogleda kako kroz stabilnija medugeneracijska prenosenja DMPK ekspanzija nezavisno od
pola roditelja tako i u njihovom stabilisucem efektu na DMPK ekspanzije u somatskim

¢elijama, koji se odrazava na progresiju bolesti.

5.1. Tipovi, obrasci 1 lokacija varijantnih ponovaka u DMPK

ekspanzijama

DMPK ekspanzije sa prekidima na 3' kraju (CTG), niza zabelezene su kod ~3% od 242
DML bolesnika iz Srbije. Od devet identifikovanih bolesnika, jedan je imao CTC prekid,
dok su ostali imali CCG prekide. Familijarna segregaciona analiza pokazala je da je CTC
prekid nastao de novo, $to je bio prvi zabelezen slucaj de novo nastale varijantne DMPK
ekspanzije. Identifikovan CTC prekid je verovatno rezultat tackaste mutacije u cistom
(CTG), nizu, sto govori u prilog hipotezi da su bazne zamene u perfektnim CTG
ponovcima verovatniji izvor varijantnih ekspanzija, nego da one nastaju povec¢anjem broja
ponovaka u dugim wild-type alelima sa prekidima (Braida et al., 2010). Nakon retkih
dogadaja baznih zamena, manje promene u broju ponovaka usled proklizavanja DNK lanca
(eng. DNA strand slippage) najverovatnije dovode do Sirenja varijantnih ponovaka duz
DMPK ekspanzija. Ovu hipotezu dodatno podrzavaju sasvim nedavno zabelezene porodice
sa de novo nastalim varijantnim CCG ponovcima na 3’ kraju DMPK ekspanzijama, u
kojima su pojedinacno prisutni CCG ponovci najverovatnije spontano nastali baznom
zamenom, dok su dugi nizovi CCGCTG heksamera kod dva bolesnika nastali

horizontalnim sirenjem varijantnih ponovaka (Cumming et al., 2018).
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Kod DM1 bolesnika sa CCG prekidima, direktnim sekvenciranjem RP-PCR
proizvoda, identifikovani su razli¢iti obrasci ovih ponovaka na samom 3’ kraju DMPK
ekspanzija: pojedinacno rasuti ili kraci i duzi perfektni nizovi CCG ponovaka, i pojedinacni
ili pravilni nizovi CCGCTG heksamera. Osim toga, profili varijantnin DMPK ekspanzija,
dobijeni Southern blotom nakon restrikcione digestije LR-PCR proizvoda enzimom Ssil,
ukazivali su na verovatno prisustvo dodatnih CCG ponovaka, pored onih detektovanih na
samom 3’ kraju ekspanzija, barem kod porodice DF2. Ovo zapazanje potvrdeno je
direktnim sekvenciranjem relativno kratke, cele ekspanzije kod bolesnika DF2-2, koje je
otkrilo postojanje bloka od ~40 perfektnih CCG ponovaka, pored dva pojedinacna ponovka
na samom 3’ kraju. Prisustvo bloka od ~36 CCG ponovaka potvrdeno je, zatim, i kod
njenog oca (DF2-1) sa znatno duzom ekspanzijom, koris¢enjem specificnog kliznog

prajmera za RP-PCR koji detektuje perfektne CCG ponovke.

Procenjena ucestalost, tip i lokacija varijantnih ponovaka u saglasnosti su sa malim
brojem publikovanih studija na grupama DM1 bolesnika iz ltalije, Francuske, Skotske i
Republike Ceske (Botta et al., 2017; Braida et al., 2010; Cumming et al., 2018; Musova et
al., 2009; Santoro et al., 2013). Sa druge strane, obrasci prekida jedinstveni su za svakog
ispitivanog bolesnika ponaosob, od kojih neki imaju pojedinacni varijantni ponovak, dok
neki imaju veoma slozene obrasce. Sveukupno, ova studija sa prethodno citiranim ukazuje
na to da su na 3’ kraju DMPK ekspanzija CCG najcesc¢e identifikovani prekidi, bilo kao
pojedinac¢ni, manji ili vec¢i perfektni nizovi, ili pojedinacni ili pravilni nizovi CCGCTG

heksamera.

Prisustvo varijantnih ponovaka na 5" kraju DMPK ekspanzija kod ispitivanih DM1
bolesnika iz Srbije nije zapazeno, i u skladu je sa generalno manjom ucestalosc¢u prekida na
5 kraju u odnosu na 3' kraj. Prekidi na 5" kraju opisani su kod svega desetak DM1
bolesnika iz Italije i Francuske (Botta et al., 2017; Tome et al., 2018). Uopsteno govoreci,
ucestalost varijantnin DMPK ekspanzija bi mogla biti i ve¢a s obzirom na to da njihovo
prisustvo u srediSnjem delu DMPK ekspanzija moze ostati neotkriveno usled tehnickih
ograni¢enja najcesce koris¢ene metode RP-PCR-a (Radvansky, Ficek, Minarik, et al.,

2011). Ovaj problem bi mogao da se prevazide koris¢enjem single-molecule real-time
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(SMRT) sekvenciranja, koje predstavlja novu generaciju sekvenciranja sa prose¢nom
duzinom ocitane sekvence od 10 do 16 kb i pogodno je za sekvenciranje GC bogatih i
ponovljenih sekvenci DNK (Ardui, Ameur, Vermeesch, & Hestand, 2018). lako ova
tehnologija jo§ uvek ima visok stepen greske (13-15%) (Ardui et al., 2018), njenom
primenom je nedavno odredena struktura varijantnih CCG ponovaka na 3’ kraju tri de novo

varijantne DMPK ekspanzije (Cumming et al., 2018).
5.2. Mejoticka nestabilnost varijantnih DMPK ekspanzija i uticaj pola

Medugeneracijska prenosenja mutiranih DMPK alela zavisna su od pola roditelja
prenosioca. NajceS¢e su pracena promenom u broju CTG ponovaka koja tezi daljim
ekspanzijama, posebno kada je prenosilac majka sa juvenilno-adultnom formom DM1
(Harley et al., 1993; Lavedan et al., 1993; Rakocevic-Stojanovic et al., 2005). Kontrakcije
se retko zapaZaju i uglavnom se prenose preko oca (Ashizawa et al., 1994), dok su reverzije
izuzetno retke (Brunner, Jansen, et al., 1993). Nasuprot ¢istim DMPK ekspanzijama, u
ovom radu je pokazano da su prenoSenja varijantnih DMPK ekspanzija ¢eS¢e pracena
stabilnim prenoSenjem ili kontrakcijama medu generacijama, i da ne zavise od pola
roditelja prenosioca. Konkretno, pra¢enjem medugeneracijskih prenoSenja varijantnih
DMPK ckspanzija zabelezena su dva stabilna prenoSenja, ili ¢ak kontrakcije, preko majke
sa juvenilno-adultnom formom DM1 (porodica DF1), kao i dve kontrakcije od kojih jedna
preko oca i jedna preko majke, takode sa juvenilno-adultnom formom DM1 (porodice DF2
1 DF3). Medugeneracijske promene u veliini varijantnih DMPK ekspanzija odredene su
poredenjem veliCine progenitornog (potencijalno nasledenog) alela u celijama krvi,
procenjenog kao ostra donja granica opsega ekspanzije dobijena LR-PCR-baziranim
Southern blotom (Monckton et al., 1995). Na izvesnu nesigurnost u interpretaciji dinamike
medugeneracijske nestabilnosti ponovaka mogla je uticati somatska nestabilnost, koja je
zavisna od uzrasta i sklona daljim ekspanzijama tokom zivota bolesnika. Naime, procena
medugeneracijske promene u broju CTG ponovaka se zasnhivala na analizama mutiranih
DMPK alela iz ¢elija krvi, tako da je promena u veli¢ini ekspanzije predstavljala rezultat
mejoticke nestabilnosti kod roditelja prenosioca, ali i mitoticke nestabilnosti u ¢elijama krvi
roditelja i potomaka. Zbog navedenog, ostaje otvoreno pitanje da li je veli¢ina
progenitornog alela zaista odgovaraju¢a mera za veli¢inu alela nasledenog od roditelja.
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Poredenjem 20 opisanih medugeneracijskih pronoSenja varijantnih DMPK
ekspanzija (ova studija; Botta et al., 2017; Braida et al., 2010; Musova et al., 2009) sa
prenoSenjima Cistih DMPK ekskpanzija (ova studija; Ashizawa et al., 1994) pokazano je da
se varijantne ekspanzije CeS¢e stabilno prenose ili kontrahuju i da promene u njihovoj
veli¢ini ne zavise od roditelja prenosioca. Prema navedenim nalazima, varijantni ponovci
stabilizuju DMPK ekspanzije u polnim ¢elijama. Izrazenija mejoticka stabilnost varijantnih
DMPK ekspanzija, posebno u Zenskim mejozama, moze objasniti odsustvo kongenitalne
forme u DML porodicama sa prekidima (Braida et al., 2010; Tome et al., 2018), a koju
tipi¢no prenose majke sa juvenilno-adultnom formom DM1 (Ashizawa et al., 1994). Pored
DM, stabilisu¢i efekat prekida na medugeneracijsko prenosenje ekspanzija opisan je kod
jo§ dve bolesti nestabilnih ekspanzija ponovaka, SCA10 i SCA17 (Gao et al., 2008;
Matsuura et al., 2006).

Molekularni mehanizmi mejoticke nestabilnosti mutiranih DMPK alela nisu
dovoljno istrazeni. UopsSteno govoreéi, sklonost nekog niza ponovaka ka ekspanziji ili
kontrakciji, kako u polnim tako i u somatskim celijama, je posledica njegove primarne
sekvence, koja omogucava formiranje razli¢itih ne-B sekundarnih DNK struktura i lokacije
u genomu, u smislu efekata okolnih sekvenci i udaljenosti od mesta pocetka replikacije
(Pearson, Nichol Edamura, & Cleary, 2005). Ne-B sekundarne strukture mogu nastati u
svim procesima koji podrazumevaju razdvajanje lanaca molekula DNK: replikacija,
popravke osteéenja DNK, rekombinacija i transkripcija. Jo§ uvek nije razjasnjeno zasto
postoje razlike u dinamici nestabilnosti DMPK alela u muskim i Zenskim polnim ¢elijama.
Osim veli¢ine ekspanzije, smatra se da na njih mogu uticati faktori specifi¢ni za pol, Koji
¢ine sastavni deo mehanizama ukljuéenih u metabolizam DNK (Savic Pavicevic et al.,
2013).

DM1, kao i vecina bolesti nestabilnih ekspanzija ponovaka, odlikuje se
anticipacijom, gde se tezi simptomi bolesti pojavljuju u ranijem uzrastu u svakoj sledec¢oj
generaciji. U osnovi ovog fenomena leze mejoticka nestabilnost mutiranih alela, sklonih
daljim ekspanzijama, kao i korelacija izmedu broja ponovaka sa uzrastom pocetka bolesti
(Hamshere et al., 1999; Harley et al., 1993; Salehi et al., 2007; Savic et al., 2002) i tezinom
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klinicke slike (De Antonio et al., 2016). Takode, opisane su retke medugeneracijske
kontrakcije DMPK ekspanzija pra¢ene anticipacijom, posebno nakon prenosenja sa majke
(Ashizawa et al., 1994). Zanimljivo je da je u ovoj studiji anticipacija, definisana kao raniji
uzrast pocetka bolesti, zapazena U svim ispitivanim medugeneracijskim prenoS$enjima
varijantnin DMPK ekspanzija koja nisu pra¢ena povecanjem broja ponovaka (porodice
DF1, DF2, DF3). Sli¢no, Botta i saradnici (2017) zapazaju raniji uzrast pocetka bolesti
nakon kontrakcija u dvema porodicama sa varijantnim DMPK ekspanzijama. Medutim,
zanimljiva je 1 Cinjenica da nije primecena kongenitalna forma bolesti u Ccetirima
generacijama velike DM1 porodice, u kojoj su varijantni DMPK aleli trpeli samo male
ekspanzije (Braida et al., 2010). Osim toga, pokazano je da su skoro sva medugeneracijska
smanjenja u veli¢ini varijantnih ATXN10 ekspanzija, povezanih sa SCA10, pracena ranijim
uzrastom pocetka bolesti (McFarland et al., 2013). Sa druge strane, anticipacija nije
zapazena u SCA17 porodicama sa varijantnim TBP ekspanzijama (Gao et al., 2008).
Sveukupno, nalazi kod DM1 i SCA10 porodica sa varijantnim ekspanzijama otvaraju
pitanje postojanja dodatnih faktora, pored povecanja broja ponovaka, koji utiCu na

ispoljavanje anticipacije u porodicama sa bolestima nestabilnih ekspanzija ponovaka.

5.3. Mitoticka nestabilnost varijantnih DMPK ekspanzija: tkivna

specifiCnost, stepen nestabilnosti i progresija tokom vremena

Razmaz na LR-PCR-baziranom Southern blotu nedvosmisleno je ukazao da se varjantne
DMPK ekspanzije, kao i c¢iste, odlikuju somatskom nestabilnos¢u. Laboratorijski veoma
zahtevnom metodom single-molecule SP-PCR-a uradena je detaljna kvantifikacija nivoa
somatskog mozaicizma kod DM1 bolesnika, §to je omogucilo ispitivanje efekata
varijantnih ponovaka na somatsku nestabilnost, a zatim i na uzrast pocetka bolesti kod
DM1 bolesnika sa varijantnim ponovcima u poredenju sa reprezentativnom referentnom
grupom od ~130 bolesnika sa ¢istim DMPK ekspanzijama. Procena duzine progenitornog
alela kao ostre donje granice opsega ekspanzije, prilikom koris¢enja single-molecule
SP-PCR-a, nije bila dovoljno jasna i nedvosmislena kao kada je koris¢en LR-PCR. 1z tog
razloga, koris¢en je 10. percentil distribucije ucestalosti alela (Higham, 2013) i dobijene su

slicne duzine progenitornih alela. Ovakav nain procene duzine progenitornog alela
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zahtevao je da se u referentnoj grupi bolesnika ponovo testiraju koris¢eni modeli linearne
regresije (Morales et al., 2012), uzimajuéi u obzir 10. percentil distribucije ucestalosti alela
kao promenljive. Retestirani modeli linerane regresije objasnili su skoro identi¢an procenat
varijabilnosti somatske nestabilnosti i uzrasta pocetka bolesti kao i originalni modeli
(Morales et al., 2012). Na ovaj nacin, pokazano je da je 10. percentil dobra i objektivna
mera duzine progenitornog alela, kao i da originalno proucavana velika grupa bolesnika sa
¢istim DMPK ekspanzijama (Morales et al., 2012) moze biti kori$¢ena kao reprezentativna
referentna grupa za poredenja somatske nestabilnosti DMPK ekspanzija i uzrasta pocetka
bolesti kod DM1 bolesnika sa varijantnim ponovcima. S obzirom na to da je ogranicen broj
bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama bio dostupan za ovu studiju, kvantifikacija
somatske nestabilnosti u dvema vremenskim tackama, pradena istim rezultatima u
statistickim analizama, bila je potvrda za verodostojnost dobijenih rezultata. Testiranje
kontrolne grupe DM1 bolesnika, koji nisu posedovali prekide u ekspanziji i nisu bili
upareni po veliini ekspanzije i uzrastu uzorkovanja, pokazalo je da primenjeni modeli
linearne regresije dobro uklapaju (fituju) podatke (Martorell et al., 1998; Morales et al.,
2012). Time je analiza kontrolne grupe dodatno potvrdila verodostojnost dobijenih rezultata

1 pokazala odsustvo mogucih razlika specificnih za populacije u odnosu na referentnu

grupu.

Primenjen pristup u izu¢avanju somatske nestabilnosti i uzrasta pocetka bolesti kroz
detaljnu kvantifikaciju somatskog mozaicizma i koriS¢enje podataka velike referentne
grupe sa Cistim DMPK ekspanzijama, nudi prednost za buduce studije na ve¢em broju DM1
bolesnika sa varijantnim ponovcima, jer ne zahteva istovremenu analizu bolesnika sa Cistim
ekspanzijama uparenu po veli¢ini ekspanzije 1 uzrastu uzorkovanja. Sli€an pristup
izuCavanju somatske nestabilnosti varijantnih DMPK ekspanzija koristili su Braida i
saradnici (2010), sa razlikom u nacinu procene duzine progenitornog alela (Monckton et
al., 1995) i bez kori$¢enja kontrolne grupe. Dve sasvim nedavno objavljene studije poredile
su profile SP-PCR-a (Tome et al., 2018), odnosno stepen somatske nestabilnosti odreden
razlikom izmedu modalne i progenitorne duzine alela (Cumming et al., 2018), kod nekoliko

bolesnika sa prekidima u odnosu na nekoliko bolesnika sa Cistim ekspanzijama, uparenih
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po veli¢ini ekspanzije i uzrastu. Medutim, ograni¢enje ovakvog pristupa je dostupnost
bolesnika sa varijantnim i ¢istim ekspanzijama uparenih po veli¢ini ekspanzije i starosnoj
dobi, i Sto je vaznije, zanemarivanje postojanja velike varijabilnosti u somatskoj
nestabilnosti, koja nije odredena samo veli¢inom ekspanzije i starosnom dobi. U tom
smislu, vazna dodatna prednost naSeg pristupa jeste poredenje somatske nestabilnosti
varijantnih DMPK ekspanzija sa somatskom nestabilno$¢u Cistih ekspanzija iz velike grupe
bolesnika, koja sigurno bolje odrazava varijabilnost u somatskoj nestabilnosti koja se
zapaza kod DM1 bolesnika.

Uocene distribucije ucestalosti alela, koje se odlikuju nagnuto$¢u ka veéim
duzinama alela 1 razlikama izmedu dveju vremenskih tacaka u ¢elijama krvi, kao i izmedu
¢elija krvi i bukalne sluznice kod svakog bolesnika, ukazuju na to da somatski mozaicizam
varijantnin DMPK ekspanzija ima odlike sli¢ne Cistim ekspanzijama: sklonost ka daljem
povecanju broja ponovaka tokom Zivota bolesnika, zavisnost od starosne dobi bolesnika 1
tkivnu specificnost (Martorell et al., 1998; Monckton et al., 1995; Wong et al., 1995).
Medutim, osnovna razlika u njihovoj mutacionoj dinamici u somatskim c¢elijama je da su
varijantne DMPK ekspanzije stabilnije. Rezultati ove studije pokazuju da se DMPK
ekspanzije sa prekidima odlikuju razli¢itom mutacionom dinamikom u ¢elijama krvi i1
bukalne sluznice, na koju verovatno uticu tip i struktura varijantnih ponovaka, ali i dodatni
faktori karakteristi¢ni za ispitivane porodice. Zbog malog broja analiziranih bolesnika i
dostupnih uzoraka, tkivna-specificnost somatske nestabilnosti varijantnih ekspanzija
zahteva dalje izuCavanje. Imajuc¢i u vidu manje izraZzene misi¢ne simptome kod bolesnika
sa prekidima, posebno bi od znacaja bilo okarakterisati mutacionu dinamiku varijantnih

ekspanzija u ¢elijama skeletnih misica.

Bolesnici sa varijantnim DMPK ekspanzijama odlikovali su se nizim nivoom
heterogenosti duzine alela u ¢elijama krvi nego §to se ocekuje za odgovarajuce duzine
progenitornih alela sa ¢istim CTG ponovcima i uzrast uzorkovanja, prema modelu koji
koreliSe somatsku nestabilnost sa velicinom ekspanzije i1 uzrastom uzorkovanja (model 8%*).
Negativni standardizovani reziduali ovog modela, dobijeni za vec¢inu bolesnika sa
varijantnim DMPK ekspanzijama dodatno potvrduju snizeni nivo somatske nestabilnosti i
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ukazuju na postojanje individualno-specifi¢nih faktora koji doprinose sniZenom nivou
somatske nestabilnosti. S obzirom na to da su varijantni ponovci zajedni¢ka odlika ovih
bolesnika, uocene individualno-specificne razlike mogu se pripisati upravo varijantnim
ponovcima, pre svega, usled njihovog stabiliSuceg efekta na DMPK ekspanzije u
somatskim ¢elijama. Prethodno navedeni rezultat ukazuje na to da se varijantni ponovci
mogu smatrati individualno-specifi¢nim, genetickim modifikatorima somatske nestabilnosti
mutitanih DMPK  alela. Slican rezultat zabeleZen je za ¢lanove porodice sa DMPK
ekspanzijama sa viSestrukim GGC i CCG prekidima na 3’ kraju u odnosu na referentnu
grupu koja je koriS¢ena i u ovoj studiji (Braida et al., 2010), iako se ne moze iskljuciti
efekat drugih faktora karakteristiénih za ovu porodicu, koji potencijalno uti¢u na
varijabilnost u somatskoj nestabilnosti (Morales et al., 2012).

Rezultati naSe studije dalje pokazuju da se bolesnici sa varijantnim DMPK
ekspanzijama odlikuju manjim povecanjem veliCine ekspanzije u celijama krvi tokom
vremena nego §to se ofekuje za odgovarajuée duzine Cistth DMPK alela i vremenski
interval izmedu uzorkovanja. Tri ispitivana bolesnika odlikovala su se ¢ak relativnom
stabilnos¢u varijantnih DMPK ekspanzija tokom vremena. Bolesnica sa jednim de novo
nastalim CTC prekidom (DF5-2) pokazala je manje povecanje veli¢ine ekspanzije tokom
istog vremenskog intervala u poredenju sa sestrom (DF5-3), koja ima slicnu veli¢inu
ekspanzije, ali bez prekida. Manje povecanje u veli¢ini ekspanzije kod nasih bolesnika sa
prekidima na 3’ kraju ekspanzije u skladu je sa nalazom za dva DM1 bolesnika sa

prekidima na 5’ kraju ekspanzije (Tome et al., 2018).

Sveukupno, nalazi nase studije proSiruju prethodna saznanja o mutacionoj dinamici
varijantnin DMPK ekspanzija i, zajedno sa prethodnim studijama (Braida et al., 2010;
Cumming et al., 2018; Tome et al., 2018), ukazuju na to da razliCiti tipovi i strukture
varijantnih ponovaka na oba kraja ekspanzije, ukljucujuéi i pojedinacne de novo nastale
prekide, doprinose genetickoj stabilnosti DMPK lokusa u somatskim ¢elijama. Prekidi su,
takode, identifikovani i u ekspanzijama povezanim sa SCA8 (Hu et al., 2017; Moseley et
al., 2000), SCA10 (Matsuura et al., 2006) i SCA17 (Gao et al., 2008). Medutim, njihov
uticaj na somatsku nestabilnost proucavan je samo kod SCA17 bolesnika, gde je pokazana
veca stabilnost TBP ekspanzija sa CAA prekidima u odnosu na ¢iste ekspanzije (Gao et al.,
2008).
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5.4. Efekat varijantnih ponovaka na stabilizaciju i metilaciju DMPK

ekspanzija u somatskim celijama

Veca stabilnost varijantnih DMPK ekspanzija u somatskim celijama je posledica in cis
stabilisuceg efekta varijantnih ponovaka na samom 3’ kraju ekspanzije, ali i preostalog dela
(5' kraja) varijantne ekspanzije. Preciznije, uocene su identi¢ne strukture prekida na 3’ kraju
DMPK ekspanzija u ¢elijama krvi i bukalne sluznice, kao i u ¢elijama krvi tokom vremena.
Ova odlika somatskih tkiva je u suprotnosti sa germinativnim tkivima, s obzirom na to da
su zabelezene medugeneracijske promene u strukturi prekida (nasa porodica DF2 i dve
porodice opisane u studiji Musova et al. (2009)). lako varijantni ponovci ne ukidaju u
potpunosti nestabilnost DMPK lokusa u somatskim celijama, preostali deo varijantnih
ekspanzija je, takode, stabilniji nego sto se ocekuje za odgovarajucu veli¢cinu DMPK alela
sa ¢istim CTG ponovcima i uzrast uzorkovanja. Ovo zapazanje je opisano za DMPK
ekspanzije sa visestrukim GGC i CCG prekidima (Braida et al., 2010), i u skladu sa nasim
saznanjima, moglo bi da predstavlja opstu osobinu DMPK ekspanzija sa razli¢itim tipom i
obrascima prekida, barem na 3’ kraju. Osim toga, ova stabilnost odrzava se tokom vremena
u ¢elijama krvi, imajuéi u vidu da se 5’ kraj varijantnih DMPK ekspanzija odlikovao
manjim povecanjem veli¢ine ekspanzije tokom vremena nego sto se oc¢ekuje na osnovu
duzine ¢istih DMPK ekspanzija i vremenskog intervala izmedu uzorkovanja. Faktori koji
doprinose individualno-specificnim razlikama u nivou somatske nestabilnosti kod DM1
bolesnika uglavnom nisu poznati. Rezultati ove studije ukazuju na to da su varijantni
ponovci in cis delujuci geneticki faktori koji stabilisu DMPK lokus u somatskim ¢elijama, i
time doprinose individualno-specificnim razlikama u nivou somatske nestabilnosti kod
DM1 bolesnika. Medu genetickim faktorima koji stabilisu DMPK lokus u somatskim
¢elijama, prethodno je jedino opisana tackasta varijanta u genu MSH3 (deo sistema za
reparaciju pogresnih baznih parova) kao in trans deluju¢i modifikator (Morales et al.,
2016).
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Sposobnost varijantnih ponovaka da uti¢u na strukturu mutagenih intermedijera
formiranih od strane CTG/CAG ponovaka, kao sto su proklizane DNK (eng. slipped DNAS)
i R petlje (eng. R-loops) (Axford et al., 2013; Pearson et al., 2002; Reddy et al., 2014), je
najverovatniji mehanizam kojim se odrzava lokalna stabilnost onog dela DMPK ekspanzije
koji sadrzi prekide. Nakon topljenja DNK, ekspandovani CTG/CAG ponovci inherentno
formiraju strukture ukosnica i malih petlji (eng. loop outs and slip outs) koje povecavaju
sklonost ka nastajanju proklizanih DNK (Pearson & Sinden, 1996; Pearson et al., 2002).
Osim toga, mogu se formirati stabilni DNK-RNK hibridi (R petlje) razli¢itih konfiguracija
tokom procesa unidirekcione i bidirekcione transkripcije duz nestabilnih ponovaka (Reddy
et al., 2014; Su & Freudenreich, 2017), koja odlikuje kako ciste tako i prekinute CTG
nizove u DMPK lokusu (Cho et al., 2005; Tome et al., 2018). Obrada R petlji moze
doprineti nestabilnosti lokusa ili direktno ili posredno, formiranjem struktura proklizanih
DNK nakon uklanjanja RNK iz DNK-RNK hibrida. Nemoguénost sistema za popravku
pogresno sparenih baza, kao i drugih sistema za poravku DNK, da otklone strukture
proklizanih DNK, narocito one strukture koje sadrze grupisane male petlje (Panigrahi,
Slean, Simard, Gileadi, & Pearson, 2010), moze dovesti do promene u duzini ponovljenog
niza (Schmidt & Pearson, 2016). Proklizane DNK koje sadrze grupisane male petlje
razlicitih duzina zabelezene su u razli¢itim tkivima DM1 bolesnika (Axford et al., 2013),
S§to podrzava njihovu ulogu u somatskoj nestabilnosti. Usled razlicitog kapaciteta baznog
sparivanja, varijantni ponovci imaju destabilisu¢i efekat na male petlje, smanjujuci na taj
nacin ukupnu koli¢inu proklizanih DNK i ograni¢avajuc¢i ukupan broj specifi¢no formiranih
izomera (Pearson et al., 1998). Dodatno, u ¢elijama kvasca prisustvo varijantnih ponovaka
u ukosnicama moze olaksati popravku ovih struktura nakon prepoznavanja pogresnih

baznih parova usled prisustva prekida (Rolfsmeier, Dixon, & Lahue, 2000).

Mehanizmi koji doprinose povecanoj stabilnosti dela varijantne DMPK ekspanzije
koji ne sadrzi ponovke (5" kraj) nisu poznati i mogu ukljucivati neke od epigenetickih
mehanizama. MoZe se pretpostaviti da varijantni ponovci menjaju pozicioniranje
nukleozoma, s obzirom na to da su CTG ponovci u DMPK lokusu snazni signali za

pozicioniranje nukleozoma (Y. H. Wang, Amirhaeri, Kang, Wells, & Griffith, 1994), dok
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CAT prekidi u ATXN1 ekspanzijama znacajno smanjuju njihovu sposobnost formiranja
nukleozoma (Mulvihill, Nichol Edamura, Hagerman, Pearson, & Wang, 2005). Zanimljivo
je da CCG/GGC ponovci, najé¢es¢i u varijantnim DMPK ekspanzijama, preferencijalno
iskljuuju formiranje nukleozoma (Mulvihill et al., 2005; Y. H. Wang, Gellibolian,
Shimizu, Wells, & Griffith, 1996). Izmenjeno pozicioniranje nukleozoma moze uticati na
verodostojnost procesa metabolizma DNK ukljuc¢enih u nestabilnost ponovaka (Cleary &
Pearson, 2003), kao i na delovanje okolnih cis elemenata koji doprinose nestabilnosti
DMPK lokusa (Brock, Anderson, & Monckton, 1999; Gourdon et al., 1997).

Imajuéi u vidu da su CTG ponovci u genu DMPK umetnuti u veliko CpG ostrvo na
hromozomskom lokusu 19913.3, u kome su geni gusto rasporedeni (Brock, Anderson, &
Monckton, 1999), varijantni ponovci bi svoj uticaj na somatsku stabilnost DMPK
ekspanzija mogli ostvarivati kroz povezanost sa metilacijom DNK, jo$ jednim
epigenetickim mehanizmom. Zaista, polarizovana hipermetilacija CpG ostrvaca u
nizvodnom regionu od CTG ponovaka opisana je kod DMI1 bolesnika sa razlic¢itim
obrascima CCG ponovaka na 3’ kraju ekspanzije (Santoro et al., 2015). Imaju¢i u vidu da
se hipermetilacija nizvodnog regiona retko zapaza kod juvenilno-adultnih DM1 bolesnika
(Barbe et al., 2017), rezultat Santoroa i saradnika (2015) povezuje prisustvo CCG ponovaka
sa promenom epigenetickih oznaka u DMPK lokusu. Sa druge strane, hipermetilacija
okolnih CpG ostrvaca nije detektovana u dvema DM1 porodicama sa relativno stabilnim i
malim ekspanzijama koje su posedovale tri CCG, odnosno pojedinacni CAG prekid na 5'
kraju (Tome et al., 2018). Ovi rezultati nagoveStavaju da bi metilacija DNK u DMPK
lokusu sa varijantnim ponovcima mogla da zavisi od tipa, obrasca i lokacije (5’ ili 3' kraj)
varijantnih ponovaka, kao i od veli¢ine ekspanzije. S obzirom na to da se navedene DMPK
ekspanzije sa varijantnim ponovcima na 5’ kraju odlikuju ve¢om somatskom stabilnoscu i
odsustvom hipermetilacije, pretpostavljeno je da metilacija DNK verovatno nije jedini
mehanizam somatske stabilizacije varijantnin DMPK ekspanzija (Tome et al., 2018). Zbog
malog broja ispitanih bolesnika, slede¢a pitanja vezana za izmenjenu strukturu hromatina
ostaju otvorena: 1) da li je ona uzrok povecane geneticke stabilnosti, 2) da li je ona

posledica prisustva varijantnih ponovaka i 3) da li je ona jednostavno posledica efekata
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Sirenja metilacije DNK inicirane na nekom drugom mestu. Pretpostavka o doprinosu
metilacije DNK povecanoj stabilnosti CTG ponovaka podrzana je rezultatima dobijenim u
E. coli-baziranom in vivo metilacionom sistemu. Naime, metilacija CpG ostrvaca u okolnim
sekvencama, u kloniranim fragmenatima DM1 bolesnika, imala je blago-stabilisu¢i efekat
na CTG ekspanzije, koji se ogledao u smanjenju broja velikih delecija i ¢esc¢oj stabilnoj
propagaciji retkih velikih ekspanzija (Nichol & Pearson, 2002). Prvi odgovori na druga dva
pitanja dobijeni su upravo kroz ovu studiju, jer rezultati ukazuju na to da se DNK metilacija
koncentrise na samim CCG ponovcima, odakle se moze $iriti u uzvodnim i nizvodnim
regionima u odnosu na ekspanziju u DMPK lokusu, zavisno od obrasca i zastupljenosti
CCG ponovaka.

U ovoj studiji otkriveno je da su sami varijantni CCG ponovci na 3’ kraju DMPK
ekspanzija metilovani. Iako su koris¢ene metode kvalitativne, moglo se uociti da su
varijantni CCG ponovci heterogeno metilovani u ¢éelijama krvi, pri ¢emu relativan stepen
metilacije zavisi od zastupljenosti i obrasca samih CCG ponovaka. Tako, vecinski
metilovani CCG ponovci detektovani su kod bolesnika se pravilnim CCG nizom od
nekoliko desetina ponovaka (porodica DF2) i bolesnika sa rasutim CCGCTG heksamerima
i kra¢im nizovima perfektnih CCG ponovaka (bolesnik DF4-1), dok su delimi¢no
metilovani CCG ponovci zapaZeni kod bolesnika sa manjim brojem CCGCTG heksamera
(porodica DF1) i manjim brojem perfektnin CCG nizova (porodica DF3). Za razliku od
heterogene metilacije CCG ponovaka u varijantnim DMPK ekspanzijama, ponovci u FMR1
ekspanzijama duzim od 200 ponovaka i COORF72 ekspanzijama duzim od 90 ponovaka su
vec¢inski metilovani i prisutni su kod skoro svih bolesnika (Oberle et al., 1991; Xi et al.,
2015). lako rezultati ukazuju na to da veli¢ina varijantnih DMPK ekspanzija izgleda ne
uti¢e na stepen metilacije CCG ponovaka, na osnovu analiziranih slu¢ajeva nije moguce sa
sigurno$¢u doneti zakljucak. U skladu sa zapazanjem za metilaciju CCG i G4C2 ponovaka
u FMR1 i C90RF72 ekspanzijama (Oberle et al., 1991; Xi et al., 2015), metilacija CCG

ponovaka u genu DMPK je takode nezavisna od starosti bolesnika.
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U DMPK lokusu sa varijantnim ekspanzijama, heterogena metilacija DNK
detektovana je i u okolnim CpG ostrvcima. Zapazanje da relativni stepen metilacije okolnih
CpG ostrvaca zavisi od zastupljenosti i obrasca CCG ponovaka, bas kao i sama metilacija
CCG ponovaka, navodi na poveznost ovih procesa, zbog Cega je pretpostavljeno da se
metilacija DNK inicira i koncentrise na samim CCG ponovcima, odakle se lokalno §iri na
uzvodna i nizvodna CpG ostrvca. Tako se kod bolesnika sa vecinski metilovanim CCG
ponovcima (porodica DF2), 5 ivica metilovanog regiona nalazila u uzvodnim CpG
ostrvcima, sa zahvacenim mestom CTCF1, dok je 3’ ivica dosegla nizvodna CpG ostrvca sa
zahvacenim mestom CTCF2. Kod ostalih bolesnika, u skladu sa tipom i zastupljenoséu
CCG ponovaka i sliéno zapazanjima Santoroa i saradnika (2015), metilacija je bila prisutna
samo u nizvodnim CpG ostrvcima ili nije detektovana. Zapazanja na analiziranim
bolesnicima, kao i zapazanja na novoidentifikovanim bolesnicima sa varijantnim CCG
ponovcima koja nisu predstavljena u ovom radu, sugeriSu da sama veli¢ina varijantne
DMPK ekspanzije izgleda ne utice na lokalno Sirenje metilacije, $to je u suprotnosti sa

pretpostavkom Tome i saradnika (2018).

Sirenje epigeneti¢kih oznaka, uklju¢ujuéi metilaciju DNK, je poznat fenomen
(Jones & Takai, 2001). Povezanost procesa metilacije ponovaka i okolnih sekvenci opisano
je za lokuse C9ORF72 i FMRL1, kod kojih i sami ponovci podlezu metilaciji (Oberle et al.,
1991; Xi et al., 2015). U FMR1 lokusu DNK metilacija se $iri od 5’ uzvodnog regiona ka
nizvodnom promotoru i CGG ponovcima (Naumann, Hochstein, Weber, Fanning, &
Doerfler, 2009). Sli¢nije metilaciji u DMPK lokusu sa varijantnim ekspanzijama, metilacija
u C90RF72 lokusu koncentriSe se na samim ponovcima na 5’ kraju ekspanzije, njena 5’
ivica moze dosezati do uzvodnih CpG ostrvaca, dok se njena 3’ ivica nalazi negde u okviru
same eskpanzije (Xi et al., 2015; Xi et al., 2013). Sveukupno, rezultati vezani za C9ORF72
I DMPK ekspanzije ukazuju na sposobnost GC-bogatih ponovaka da iniciraju (zasejavaju)

DNK metilaciju, koja se moZze lokalno Siriti na nacin specifi¢an za dati lokus.
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Mehanizmi DNK metilacije kako u ¢istim DMPK ekspanzijama, povezanim sa
kongenitalnom formom bolesti (Barbe et al., 2017; Steinbach et al., 1998), tako i u
varijantnim DMPK ekspanzijama juvenilno-adultnih bolesnika, jo§ uvek nisu poznati i ne
moraju nuzno biti isti. Jedan od potencijalnih mehanizama vezan je za bidirekcionu
transkripciju kroz ponovke u DMPK lokusu i male interferiraju¢e RNK, koje se stvaraju sa

prepisanih transkripata (Cho et al., 2005; Tome et al., 2018).

Metilacija GC bogatih ponovaka i okolnih sekvenci mogla bi da predstavlja dodatni
mehanizam molekularne patogeneze. Fenotipske posledice statusa metilacije ispitivane su
kod FRAXA, ALS 1 FTD. Kognitivna naruSenja kod FRAXA decaka ne zavise od veli¢ine
ekspanzije (de Vries et al., 1996), ve¢ od statusa metilacije CGG ponovaka (Wohrle et al.,
1998). Studije na malim grupama bolesnika ukazuju na to da 5’ (uzvodna) metilacija u genu
C90RF72 inverzno korelise sa trajanjem bolesti kod ALS bolesnika (Xi et al., 2013), dok
je, suprotno, kod FTD bolesnika asocirana sa duzim prezivljavanjem (Russ et al., 2015). Za
donosenje zakljucka o efektu metilacije DMPK lokusa na fenotip bolesnika sa varijantnim
ponovcima, potrebna je njena karakterizacija na vecoj grupi bolesnika sa detaljnim
fenotipskim podacima. Medutim, svakako je zanimljivo da je metilacija zapaZena kod DM 1
bolesnika sa najtezom formom bolesti (kongenitalnom) i kod bolesnika sa varijantnim

ponovcima, €iji je fenotip blazi nego Sto se ocekuje na osnovu veli€ine ekspanzije.

5.5. Uticaj varijantnih ponovaka na klinicku prezentaciju miotoni¢ne

distrofije tip 1

Nasi rezultati podrzavaju zapazanje da bolesnici sa varijantnim ponovcima ispoljavaju
blaze i/ili neobi¢ne simptome (Botta et al., 2017; Musova et al., 2009). Iako je klinicka
prezentacija kod vecine ukazivala na DM, iznenadujuca je ¢injenica da je kod nekoliko
bolesnika primecena hipertrofija listova (DF1-2 i DF1-3) i izraZenija slabost proksimalne
muskulature (DF3-1 i DF4-1), simptomi tipi¢ni za DM2 (Udd & Krahe, 2012). Na primer,
bolesnici DF3-1 i DF4-1 bili su klinicki suspektni na DM2 i da su bili testirani samo na
DM2 mutaciju, prava dijagnoza bi bila propustena. Dodatno, bolesnici sa varijantnim

DMPK ekspanzijama imali su sporiju progresiju miSi¢ne slabosti i samo blagu perkusionu
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miotoniju, koja je po pravilu veoma izrazena kod DM1 (Miller, 2008). Prema nasim
rezultatima, pocetna klinicka sumnja na DM2 i odsustvo ili blaga perkusiona miotonija bili
su statisticki ¢esce zastupljeni u grupi bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama nego u
grupi sa Cistim. Kognitivno narusenje nije primec¢eno ni kod jednog bolesnika koji je prosao
neuropsiholosko testiranje koris¢enjem baterije testova ACE-R (srednja vrednost 91.8),
lako ¢ak dve tre¢ine DM1 bolesnika sa cistim DMPK ekspnazijama ima kognitivno
narusenje sa srednjom ACE-R vredno$¢u od 79 poena (Peric et al., 2015). Studija na DM1
bolesnicima sa varijantnim ponocima iz Italije istice odsustvo kognitivnih simptoma kao

jedini atipi¢ni simptom (Santoro et al., 2013).

Upadljivo je bilo da su se ¢etiri (DF1-1, DF2-1, DF3-1, DF4-1) od devet ispitivanih
bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama odlikovala relativno kasnim uzrastom
pocetka bolesti. Ipak, prema modelima linearne regresije koji koreliSu uzrast pocetka
bolesti sa veli¢inom progenitornog alela nije bilo razlike izmedu zapazenog i ocekivanog
uzrasta pocetka bolesti. Dobijeni rezultati ne iznenaduju, ako se ima u vidu da se uzrast
pocetka bolesti kod DMI1 bolesnika odlikuje velikom varijabilnos¢u, a da duzina
progenitornog alela, prema primenjenim modelima linerarne regresije, objaSnjava 34%,
odnosno 49% te varijabilnosti. Dakle, pored broja ponovaka u genu DMPK, postoje i drugi
faktori koji uti¢u na uzrast pocetka bolesti kod datog DM1 bolesnika. Tako, pretpostavka
da se DM1 simptomi klinicki ispoljavaju kada dovoljan broj ¢elija stekne dovoljno duge
ekspanzije da uzrokuju disfunkciju na nivou tkiva, potvrdena je studijom na grupi bolesnika
koja je pokazala da individualno-specifi¢ne razlike u nivou somatske nestabilnosti DMPK
ekspanzija doprinose varijabilnosti uzrasta pocetka bolesti (Morales et al., 2012). Sli¢na
pretpostavka predlozena je za HD i poznata je kao model somatskog praga (Budworth et
al., 2015). Ona podrazumeva da se HD simptomi javljaju nakon §to somatski nestabilne
CAG ekspanzije u genu HTT po¢nu da proizvode protein i/ili RNK dovoljne duzine da
ispolje toksican efekat. Model somatskog praga je, takode, potvrden studijom na
bolesnicima koja je pokazala da individualno-specificne razlike u nivou somatske
nestabilnosti HTT ekspanzija doprinose varijabilnosti uzrasta pocetka bolesti (Swami et al.,
2009).

128



U ovom radu je pokazano da individualno-specifi¢ne razlike u nivou somatske
nestabilnosti daju veéi doprinos uzrastu pocetka bolesti kod bolesnika sa varijantnim
DMPK ekspanzijima u odnosu na one sa ¢istim. UopSteno govoreé¢i, DM1 bolesnici sa
varijantnim ponovcima imaju predispoziciju da bolest razviju kasnije, usled sporijeg
povecanja veli¢ine ekspanzija u somatskim ¢elijama. S obzirom na to da varijantni ponovci
znacajno doprinose individualno-specifi¢nim razlikama u nivou somatske nestabilnosti i
stabiliSu DMPK ekspanzije u somatskim ¢elijama, ova studija je prva koja ukazuje na to da

su varijantni ponovci faktori koji pozitivno modifikuju uzrast pocetka bolesti.

Kasniji uzrast pocetka bolesti kod DM1 bolesnika sa varijantnim ponovcima
zabelezen je i u drugim studijama (Botta et al., 2017; Musova et al., 2009), kao i kod SCA8
bolesnika sa prekidima u ATXN8OS ekspanzijama (Hu et al., 2017). Kod HD bolesnika,
uticaj varijabilnosti u nivou somatske nestabilnosti na varijabilnost uzrasta pocetka bolesti
pokazan je u primarno zahva¢enom tkivu (korteks) (Swami et al., 2009). Sa druge strane, u
ovoj 1 u drugim studijama, kod DM1 bolesnika analize su vrSene u ¢elijama krvi, dok je
primarno zahvaceno tkivo miSica i 0no se odlikuje izrazenijom somatskom nestabilno$¢u u
odnosu na celije krvi (Nakamori et al., 2013; Zatz et al., 1995). Medutim, ispitivanje
genetickih modifikatora u nezahva¢enom tkivu moZze se opravdati pretpostavkom da su
geneticki faktori zajednicki za sva tkiva. Postojanje dodatnih faktora koji utiCu na
individualno-specifi¢ne razlike u uzrastu pocetka bolesti moglo bi takode objasniti zasto je
medugeneracijska nestabilnost, sklona daljim kontrakcijama u porodicama DF1, DF2 i DF3
iz ove studije i u dvema porodicama opisanim u studiji Botte i saradnika (2017), ipak bila

pracena genetickom anticipacijom, odnosno ranijim uzrastom pocetka bolesti.

Rezultat ove studije da prekidi u ekspanziji mogu pozitivno modulisati uzrast
pocetka bolesti kod DM1 bolesnika, used stabiliSuceg efekta na DMPK ekspanzije u
somatskim ¢elijama, u skladu je sa nalazom da supresija somatske nestabilnosti CAG
ekspanzija znacajno odlaze pocetak simptoma u misjim HD modelima, koji poseduju
deleciju odredenih gena ukljucenih u procese reparacije DNK (Oggl, Msh2 i Msh3)
(Budworth et al., 2015; Dragileva et al., 2009; Wheeler et al., 2003). Osim toga, kod HD

bolesnika i bolesnika sa drugim poliglutaminskim bolestima, taCkaste varijante u genima za
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proteine ukljucene u procese reparacije DNK identifikovane su kao geneticki modifikatori
uzrasta pocetka bolesti, najverovatnije uticajem na somatsku nestabilnost (Bettencourt et
al., 2016; Genetic Modifiers of Huntington's Disease, 2015).

Pored stabiliSu¢eg efekata varijantnih ponovaka na DMPK lokus u somatskim
¢elijama, pokazanog u ovoj studiji, drugi molekularni mehanizmi kojima varijantni ponovci
doprinose neobi¢noj klinickoj prezentaciji nisu poznati. Pretpostavljeno je da bi promene u
sekvenci (CTG), niza mogle izmeniti osobine strukture ukosnica koje formira mutirana
RNK, deluju¢i tako na njenu toksi¢nu funkciju i, posledi¢no, na fenotip. Medutim,
bioinformaticka predvidanja su pokazala da razli¢iti obrasci CCG 1 CTG ponovaka
formiraju slicne sekundarne strukture RNK, bez efekta na afinitet za vezivanje proteina
MBNL (Braida et al., 2010). Ovaj nalaz podrzavaju rezultati studije koja je pokazala
postojanje nukleusnih fokusa u miSi¢nim biopsijama DM1 bolesnika sa varijantnim
ekspanzijama, kao i njihovu kolokalizaciju sa proteinima MBNL (Santoro et al., 2013).
Osim toga, na istim uzorcima pokazan je i poremecaj u splajsovanju razlicitih transkripata,
koji je postuliran kao glavni mehanizam DM1 patogeneze (Udd & Krahe, 2012). Ipak,
obrasci prekida opisani u ovoj studiji su jedinstveni za svakog bolesnika, zbog ¢ega su
neophodne dodatne studije koje bi ispitale njihov efekat na formiranje nukleusnih fokusa,
mogucénost zarobljavanja drugih RNK-vezivnih proteina, kao i posledice na metabolizam
RNK.

5.6. Aplikativan znacaj studije

Imajuc¢i u vidu da je DM1 retka bolest, $to obi¢no podrazumeva da su male grupe bolesnika
sa Cesto oskudnim fenotipskim podacima dostupne za ispitivanja, geneticka karakterizacija
strukture, mutacione dinamike i stepena metilacije DMPK ekspanzija sa varijantnim
ponovcima, praé¢ene detaljanim fenotipskim opisom svakog takvog retkog bolesnika su od
klini¢kog znaCaja za geneti¢ko testiranje, adekvatno geneti¢ko savetovanje, predvidanje
toka bolesti i regrutovanje bolesnika za klinicke studije. Takode, ukoliko se dokaze da
varijantni ponovci mogu modifikovati fenotpiski efekat uzroéne mutacije, rasvetljavanje

mehanizama kojima se to postize moze voditi ka ispitivanju novih terapeutskih pristupa.
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Uticaj varijantnih ponovaka u DMPK ekspanzijama na RP-PCR, koji se rutinski
koristi za geneticko testiranje DM1, kao i klinicke odlike bolesnika sa varijantnim DMPK
ekspanzijama, kao Sto su blazi tok bolesti i posebno predispozicija za kasniji pocetak
bolesti, imaju vazne aplikacije za geneticko testiranje. U nizvodnim RP-PCR reakcijama,
dobijeni profili su se kod svih ispitivanih bolesnika odlikovali odredenim nepravilnostima
(velike praznine, padovi u intenzitetu signala, itd.). Sa druge strane, uzvodni RP-PCR
profili rezultovali su lestviCastim signalima karakteristicnim za ¢iste (CTG), nizove. Kao
§to je prethodno opisano, prekidi u ekspanziji mogu ometati vezivanje prajmera Koji su
komplementarni ponovcima, S§to dovodi do neobiénih RP-PCR profila ili cak
lazno-negativnih rezultata (Radvansky, Ficek, Minarik, et al., 2011). Na primer, kod
bolesnika iz porodice DF2, RP-PCR sa 3’ kraja bio je negativan, dok je RP-PCR sa 5’ kraja
potvrdio DMPK ekspanziju. Osim toga, na$ protokol za LR-PCR-bazirani Southern blot
(Savic et al., 2002) nije potvrdio postojanje ekspanzije u ovoj porodici. Pretpostavljeno je
da bi prisustvo vise CCG ponovaka uzvodno od samog 3’ kraja ekspanzije, odnosno visok
GC sastav mogao biti uzrok oteZanog umnozavanja ekspandovanih alela. Primenom
protokola optimizovanog za umnozavanje FMR1 ekspanzija (Saluto et al., 2005), uspesno
su detektovane DMPK ekspanzije u porodici DF2, koje su posedovale blok od 36-40 CCG
ponovaka, koji je otezavao njihovu detekciju. Na osnovu prethodno navedenog, RP-PCR
reakcije bi trebalo izvoditi u oba smera kako bi se povecala pouzdanost i tacnost genetickog
testiranja (Radvansky, Ficek, Minarik, et al., 2011). U slucaju dvosmislenih rezultata,
neophodno je primeniti dodatnu metodu (npr. Soutern blot) u cilju potvrde ili isklju¢ivanja
DM1 dijagnoze. Dodatni problem u vezi sa bolesnicima sa varijantnim DMPK
ekspanzijama predstavlja njihova atipi¢na klinicka prezentacija. Iz tog razloga, standardna
molekularno-geneticka analiza, koja bi mogla dati negativan rezultat, zajedno sa relativno

slabom klinickom sumnjom, moze dovesti do nepostavljanja dijagnoze ovim bolesnicima.

Na osnovu dosadasnjeg malog broja klinicki okarakterisanih DM1 bolesnika sa
prekidima, nije mogucée napraviti konsenzus oko genetickog saveta. Trenutni podaci
ukazuju na to da bi progresija bolesti i prenoSenje varijantnih DMPK ekspanzija mogli

znaajno odstupati od Cistih ekspanzija, Sto moZe biti od znaaja prilikom pruZanja
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genetickog saveta. Takode, klinicke studije za nove terapeutike obi¢no uklju¢uju mali broj
bolesnika, zbog ¢ega bi bolesnici sa varijantnim DMPK ekspanzijama u takvim grupama
mogli biti statisticki outlajeri u pogledu tezine klini¢ke slike, uti¢u¢i na taj nacin na
interpretaciju rezultata (Cumming et al., 2018). FarmakoloSki tretman Kkoji stabiliSe
ekspanzije u somatskim ¢elijama tokom Zzivota spre¢avao je pad motorike kod HD misjeg
modela (Budworth et al., 2015). Nasi rezultati o uzrastu pocetka bolesti kod DM1 bolesnika
sa prekidima u ekspanziji i smanjeni nivo somatske nestabilnosti ukazuju na znacaj
somatske nestabilnosti za tok bolesti 1 podrzavaju ispitivanje farmakoloskih agenasa koji,

kroz suzbijanje somatskih ekspanzija, imaju potencijal da odloze progresiju bolesti.
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6. Zakljucci

Varijantni ponovci u DMPK ekspanzijama su od svog otkri¢a pre deset godina prepoznati

kao potencijalni modifikatori fenotipa miotonic¢ne distrofije tip 1, ¢ime su postali veoma

aktuelna tema u studijama vezanim za ovu naslednu bolest. Rezultati ove doktorske teze

pruzili su relevantne dokaze o klinickom znacaju varijantnih ponovaka kao genetickih

modifikatora miotonicne distrofije tip 1, objasnjavajuc¢i time izrazenu fenotipsku

varijabilnost odredenog broja bolesnika. Pored toga, ova doktorska teza otvorila je bazi¢na

pitanja vezana za ulogu epigeneti¢kih mehanizama u stabilizaciji DMPK lokusa i, uopsteno,

za epigeneticke procese koji se odigravaju u delovima genoma sa jednostavnim

ponovljenim sekvencama.

1)

2)

3)

4)

U skladu sa postavljenim ciljevima, glavni zakljucci ove doktorske teze su:

DMPK ekspanzije sa prekidima na 3' kraju (CTG), niza zabelezene su kod ~3%
bolesnika u grupi od 242 bolesnika iz Srbije.

Osam od devet identifikovanih bolesnika imali su CCG ponovke, organizovane kao
pojedinacne, kratke ili duge pravilne nizove, i/ili kao pojedinacne ili pravilne nizove
CCGCTG heksamera. Kod preostalog bolesnika, prvi put je opisana DMPK

ekspanzija sa de novo nastalim CTC ponovkom.

Razli¢iti tipovi i obrasci varijantnih ponovaka stabilisu DMPK ekspanzije u polnim
¢elijama, $to je zapazeno kroz c¢esca stabilna prenosenja i kontrakcije varijantnih

DMPK ekspanzija, posebno kada je majka prenosilac.

Razliciti tipovi i obrasci varijantnih ponovaka, ukljuc¢ujuéi i pojedinacni de novo
nastali prekid, in cis doprinose stabilnosti DMPK ekspanzija u somatskim celijama,
Sto se detektuje kao nizi nivo somatske nestabilnosti i manje povecanje veliine

ekspanzija tokom vremena u odnosu na bolesnike sa ¢istim ekspanzijama.
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5)

6)

7)

Otkriveno je da su sami CCG ponovci u DMPK ekspanzijama i okolna CpG
ostrvaca metilovani. Metilacija oba tipa sekvenci je heterogena i zavisi od strukture
CCG ponovaka, zbog ¢ega je pretpostavljeno da se metilacija inicira i koncentrise u
okviru samih CCG ponovaka i, zatim, lokalno siri, zahvataju¢i uzvodna i nizvodna
CpG ostrvca. Ostaje otvoreno pitanje da li je metilacija DNK potencijalni

mehanizam koji doprinosi stabilnosti varijantnih DMPK ekspanzija.

Opsta klinicka prezentacija vecine bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama
ukazivala je na DM1. Ipak, neki su imali blaze klinicke simptome od ocekivih, kao
Sto su kasniji uzrast pocetka bolesti, manji stepen zahvacenosti misic¢a, manji stepen
perkusione miotonije, odsustvo kognitivnog narusenja, i/ili atipi¢ne simptome, Koji
su cesto pre ukzaivali na miotoni¢nu distrofiju tip 2. Dalje razjasnjenje koji
simptomi DM1 i u kojoj meri su posledica prisustva varijantnih ponovaka, zahteva

studije na vecoj grupi bolesnika.

Usled svog stabilisuceg efekta na DMPK lokus u somatskim ¢elijama, varijantni
ponovci predisponiraju DM1 bolesnike da razviju bolest kasnije od proseka, sto

potvrduje njihovu ulogu modifikatora DM1 fenotipa.
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8. Prilozi

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

KLINICKI CENTAR SRBLJE
ETICKI ODBOR

Broj: 339/5

Dana: 15.06.2017. godine
Beograd, Pasterova br. 2

Na osnovu odredaba Zakona o zdravstvenoj zastiti Republike Srbije ("Sl. glasnik RS", br.
107/2005, 72/2009 - dr. zakon, 88/2010, 99/2010, 57/2011, 119/2012, 45/2013 - dr. zakon,
93/2014, 96/2015 i 106/2015), Zakona o lekovima i medicinskim sredstvima Republike Srbije
("SI. glasnik RS", br. 30/2010 i 107/2012), Zakona o pravima pacijenata (,Sl. glasnik RS", br.
45/13), Pravilnika o sadrZaju zahteva, odnosno dokumentacije za odobrenje klinickog ispitivanja
leka i medicinskog sredstva, kao i nacina sprovodenja klini¢kog ispitivanja leka i medicinskog
sredstva ("SI. glasnik RS", br. 64/2011 i 91/2013), Poslovnika o radu Etickog odbora Klini¢kog
centra Srbije br. 3098/39 od 26.04.2012. god., postupajuci u skladu sa Nacelima dobre klinicke
prakse (GCP), Eticki odbor Klinickog centra Srbije u sastavu: Prof. dr Branislav Stefanovi¢ -
predsednik, Prof. dr Zoran DZamic - zamenik predsednika, Prof. dr Sasa Kadija, Prof. dr Andrija
Bogdanovi¢, Doc. dr Vladan Zivaljevi¢, Prof. dr Jelena Drulovi¢, Prof. dr Milo§ Zarkovié, Prof. dr
Violeta Mihailovi¢ — Vucini¢, Prof. dr Vesna Tomi¢ - Spiri¢, Prof. dr Dragan Simi¢ — lekari
specijalisti svi zaposleni u Klinickom centru Srbije i Prof. dr Dorde Dordevi¢ - dipl. pravnik,
zaposlen na Kriminalisticko - policijskoj akademiji u Zemunu, odluéujuéi o zahtevu Prof. dr
Vidosave Rakocevic - Stojanovic, na svojoj 21. sednici odrzanoj dana 15.06.2017. godine, doneo
je sledecu

ODLUKU

Odobrava se sprovodenje akademskog klinickog ispitivanja (studije) pod nazivom:“Varijantni
ponovci u CTG ekspanzijama gena DMPK kao geneticki modifikatori miotonicne distrofije tip 1”.
Glavni istrazivac je Prof. dr Vidosava Rakocevi¢ - Stojanovic.
Centri ili ustanove van KCS ukljuceni u ispitivanje: Centar za humanu molekularnu genetiku,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu.
Istrazivaci saradnici su Prof. dr Dusanka Savi¢ — Pavicevi¢ i Jovan PeSovic.
Clanovi istrazivackog tima su: Dr Stojan Peric.
Ispitivanje ce biti sprovedeno na Klinici za neurologiju Klinickog centra Srbije.
Rezultati ovog ispitivanja bice koriSceni za izradu doktorske disertacije Jovana PeSovica.
Prilikom dono$enja odluke Eticki odbor je razmatrao sledecu dokumentaciju:

Saglasnost Direktora Klinike za neurologiju broj 6860/2 od 15.05.2017. godine,

Protokol istraZivanja,

Izjava Dekana Bioloskog fakulteta,

- Informacija za pacijenta i Obrazac informisanog pristanka
Biografija glavnog istrazivaca.
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8.2. Prilog 2

Tabela 8.2.1. Modeli linearne regresije korelacije nivoa somatske nestabilnosti (SI), 10. percentila duZine alela (10™p) i uzrasta
uzorkovanja (AS) kod DM1 bolesnika koji ukljucuju referentnu grupu od 136 bolesnika sa ¢istim DMPK ekspanzijama (Morales
et al., 2012), i ispitivane bolesnike posmatrane u prvoj vremenskoj tacki (Sest sa varijantnim i Cetiri sa Cistim DMPK
ekspanzijama) i u drugoj vremenskoj tacki (sedam sa varijantnim i Cetiri sa ¢istim DMPK ekspanzijama).

. Standardna - R? P
Model Parametar Koeficijent greska t-statistika ~ Pr(>|t|) (prilagodeni)  vrednost
Prva vremenska tacka
Model 4*: ,0%(3,) = Bo Intercept Bo=-1,0027 0,1916 -5,234 5,75¢” 069 "
+ PB1l0g10(10"p) l0g16(10"p) B. = 1,3500 0,0754 17,905 <e’t® ’ ’
- -15
Model 6% log(SI) = s Intercept Bo=-2,16990 0,24612 -8,817 3,67
+ Bilogye(10™p) + l0g16(10"p) B, = 1,46048 0,06857 21,300 <2e™ 0,76 <2,2e’®
B210g10(AS) logo(AS) B,= 0,59450 0,09123 6,517 1,156
Intercept Bo= 0,2295 0,7644 0,300 0,76
Model 7*: log(SI) = Bo "
+ Bulogso(10%p) + log10(10™p) B.=0,5147 0,2939 1,751 0,08 077 0 26
B2:0910(Aosﬂ? + | A log10(AS) B,= -0,9658 0,4806 -2,010 0,05 ’ ’
1 0010(A
Paloguo(107p)x10Gio(AS) | 1 Gixiog(AS)  pe= 0,6181 0,1871 3,303 0,001
Intercept Bo=-9,2774 0,9226 -10,056 <2e’t®
E/I‘l’}dfé; *(1181%;?2 =Po log10(10"p) B, =8,7331 0,6442 13,556 <2e
1 10
Bz'ogl"(ASm) + logy(AS) B,= -1,3453 0,5828 -2,308 0,02 0.90 0 96
B3logse(10 ptgxlgglo(AS) l0g10(10"p)xlog;o(AS)  Ps= 0,3962 0,1393 2,844 0,005 ’ ’
* Bal0gio(107p)"+ l0gso(10"p)? B,= -1,6443 0,1242 113,237 <2e'10
BSIOglO(AS)Z Q10 p 4— -1, ) ,
log1o(AS)? Bs= 0,3522 0,1343 2,622 0,01
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Tabela 8.2.1. Nastavak.

. Standardna - R® P
Model Parametar Koeficijent greska t-statistika Pr(>|t]) (prilagodeni)  vrednost
Druga vremenska tacka
Model 4*: |Ogh](5|) = Bo Intercept Bo=-1,01328 0,19178 -5,284 4,55¢" o60 w5t
+ P1l0g10(10"p) 10g16(10"p) B.=1,35478 0,07543 17,961 <2 ’ '
- -15
Model 6*: log(SI) = o Intercept Bo=-2,21356 0,24576 -9,007 1,16e
+ PBlogio(10™p) + 10g10(10™p) B.=1,46867 0,06826 21,517 <2e™ 0,76 <2,2¢*®
P210g10(AS) logo(AS) B,= 0,60874 0,09094 6,694 4,51
Intercept Bo=0,1829 0,7600 0,241 0,81
Model 7*: log(SI) = Bo "
+ Bulogso(107p) + l0g10(10™p) B.=0,5245 0,2920 1,796 0,07 078 0 96
Bz:oglo(A§h) + | log1o(AS) B,= -0,9499 0,4777 -1,989 0,05 ’ '
10 AS
Balogio(10°p)x10Gwo(AS) 0 1 oxlog(AS)  Pe= 0,671 0,1859 3,320 0,001
Intercept Bo= -9,2521 0,9103 -10,164 <2e®
Y%df; 98711&%5?2 = Bo 10g16(10™p) B.= 87348 0,6340 13,776 <2e6
1 10
Balogin(AS) + logy(AS) B,= -1,4005 0,5725 -2,446 0,02 0.90 9268
B3logio(10 ptgxlgglo(AS) 10g16(10"p)xl0og1o(AS)  PBs= 0,4069 0,1374 2,962 0,004 ’ ’
* Bal0gu(107p)" + l0gso(10"p)? B,= -1,6460 0,1221 113,483 <2¢'10
leoglo(AS)Z Q10 p 1= -1, , ,
logy(AS)? Ps= 0,3616 0,1312 2,757 0,007

P vrednost — statistiCka znacajnost za svaki model; Koeficijent — pokazatelj jaCine efekta svake nezavisne promenljive sa
pridruzenom statistickom greSkom,; t-statistika i Pr(>|t|) — pokazatelji statisticke znacajnosti da nezavisna promenljiva doprinosi

moc¢i objasnjenja modela.

Objavljeni modeli linearne regresije, koji objasnjavaju varijabilnost u somatskoj nestabilnosti (Morales et al., 2012), ponovno su
testirani koriS¢enjem 10. percentila duzine alela (kao procenom za duZinu progenitornog alela (Higham, 2013)) i uzrastom
uzorkovanja kao nezavisnih promenljivih. Svi modeli su pobolj$ani s obzirom na to da su vrednosti prilagodenih koeficijenata
korelacije (prilagodeni R?) bile nesto veée od originalno dobijenih (Morales et al., 2012).
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Tabela 8.2.2. Modeli linearne regresije korelacije nivoa somatske nestabilnosti (SI), 10. percentila duzine alela (10™p) i uzrasta
uzorkovanja (AS) kod DM1 bolesnika koji ukljuc¢uju referentnu grupu od 136 bolesnika sa ¢istim DMPK ekspanzijama (Morales
et al., 2012), i ispitivane bolesnike posmatrane u dvema vremenskim tackama (Sest/sedam sa varijantnim i Cetiri sa ¢istim DMPK
ekspanzijama). Kod bolesnika sa varijantnim DMPK ekspanzijama razmatrane su veli¢ine 5’ krajeva ekspanzija.

Model Parametar Koeficijent Sta:grltigl:gna t-statistika Pr(>|t]) (prilagj) deni) vrecTnost
Prva vremenska tacka
Intercept Bo= -9,3401 0,9048 -10,323 <2e™®
y%(ileé;l:?l(}%)(sj) =Bo 10g10(10"p) B, = 8,8148 0,6308 13,974 <2e™®
Balogio(AS) + logso(AS) B,= -1,4058 0,5733 -2,452 0,02 0.90 <0 96
B3logio(10 pt%XI(nglO(AS) l0g10(10"p)xlog:o(AS)  Ps= 0,4063 0,1370 2,966 0,004 ’ ’
ESPSL??(NA%% P+ l0gy,(10"p)? B.= -1,6636 0,1216 113,683 <2e
logso(AS)? Bs= 0,3684 0,1320 2,790 0,006
Druga vremenska tacka
Intercept Bo= -9,3412 0,8887 -10,511 <2e™®
1&%?%;;:1&35)(5? =Bo l0g15(10™p) B, = 8,8493 0,6180 14,319 <2e
BZIOglO(ASm) + log1o(AS) B,= -1,4704 0,5607 -2,622 0,009 0.90 0 96
B3l0910(10 P)XI0G10(AS)  logg(10"p)xlogi(AS)  Bs=0,4197 0,1345 3,120 0,002 ’ ’
ESFS‘L??(”A%% Py l0g10(10™p)? B4=-1,6737 0,1190 -14,068 <2e®
logso(AS)? Bs= 0,3789 0,1283 2,953 0,003

P vrednost — statistiCka znacajnost za svaki model; Koeficijent — pokazatelj jaCine efekta svake nezavisne promenljive sa
pridruzenom statistickom greSkom,; t-statistika i Pr(>|t|) — pokazatelji statisticke znacajnosti da nezavisna promenljiva doprinosi
moc¢i objasnjenja modela.

Objavljeni model linearne regresije 8, koji objasnjava varijabilnost u somatskoj nestabilnosti (Morales et al., 2012), ponovno je
testiran koriS¢enjem 10. percentila duzine alela (kao procenom za duZinu progenitornog alela (Higham, 2013)) i uzrastom
uzorkovanja, kao nezavisnih promenljivih. Veli¢ine 5’ krajeva varijantnih DMPK ekspanzija dobijene su oduzimanjem
odgovarajucih delova sa varijantnim ponovcima na 3’ kraju od svakog detektovanog ekspandovanog alela.
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Tabela 8.2.3. Modeli linearne regresije korelacije izmedu-uzrasta pocetka bolesti (AO), 10. percentila duzine alela (10™p) i
standardizovanih reziduala somatske nestabilnosti (SI) kod DM1 bolesnika koji ukljucuju referentnu grupu od 121
simptomatskog bolesnika sa ¢istim DMPK ekspanzijama (Morales et al., 2012), i ispitivane bolesnike posmatrane u prvoj
vremenskoj tacki (Sest sa varijantnim i Cetiri sa ¢istim DMPK ekspanzijama) 1 u drugoj vremenskoj tacki (sedam sa varijantnim i
Cetiri sa Cistim DMPK ekspanzijama).

. Standardna . R? P
Model Parametar Koeficijent oreska t-statistika Pr(>|t]) (prilagodeni)  vrednost
Prva vremenska tacka
Model 9 AO = fo + Intercept Bo= 105,354 8,552 12,320 <2e™ 043 <2268
B110g:0(107p) 10g16(10"p) B.=-32,939 3,321 -9,918 <2e™ ’ ’
- -08
Model 10%: AO = B + Intercept Bo= 304,963 50,612 6,026 1,67e
BlIOglo(loz:p); 10g10(10"p) B, =-197,944 41,419 -4,779 4,75¢% 0,49 <2,2e’®
P210910(107p) log1o(10"p)? B,= 33,605 8,411 3,995 1,08¢%
Model 11%: AO = o+ Intercept Bo = 304,294 47,696 6,380 3,02¢%
odae . =
B110g:0(10"p) + ° 10g10(10™p) B, =-197,576 39,032 -5,062 1,42¢% - I
standardized residual standardized _ - , :
EszIJr Bl0g(107p)? residual(S1) B, = 33,565 0,813 -4,139 6,31e
logy,(10"p)? B;=-3,365 7,926 4,235 4,360
Druga vremenska tacka
Model 9%: A = o + Intercept Bo= 106,435 8,528 12,48 <2e™ 043 <226
B110910(10™p) l0g10(10™p) B, = -33,304 3,310 -10,06 <2e™ ’ ’
- -08
Model 10%: AO = B, + Intercept Bo= 304,107 50,777 5,989 1,96e
Blloglo(lot:p); 10g16(10"p) B, =-196,532 41,512 -4,734 5,70e% 0,49 <2,2e’1®
P210910(107p) 10g15(10"p)? B,= 33,214 8,423 3,043 1,31e™
ntercept 0= 303, , : ,64e’
Modsl 11%: AO = B | Bo = 303,1017 47,8211 6,338 3,64e%
ode : =Pot
B.logs(107p) + ° 10g10(10"p) B.=-195,853 39,0958 -5,010 1,77¢® 055 <) a8
B.standardized residual standardized — 33680 0.8064 4177 5 44005 ’ ek
of SI+ Bsl0g10(10"p)> residual (SI) Po=-3, ’ ’ 4ae
l0g10(10"p)? B, = 33,1042 7,9325 4,173 551e®

P vrednost — statisticka znacajnost za svaki model; Koeficijent — pokazatelj jaCine efekta svake nezavisne promenljive sa
pridruzenom statistiCkom greskom; t-statistika i Pr(>[t|) — pokazatelji statisticke znacajnosti da nezavisna promenljiva doprinosi
moci objas$njenja modela. Objavljeni modeli linearne regresije, koji objasnjavaju varijabilnost u uzrastu pocetka bolesti (Morales
et al., 2012) ponovno su testirani koris¢enjem 10. percentila duzine alela i standardizovanih reziduala somatske nestabilnosti u
skladu sa modelom 8* (koji nisu objasnjeni 10. percentilom duzine alela i uzrastom uzorkovanja), kao nezavisnih promenljivih.
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Tabela 8.2.4. Kompletan set detektovanih ekspandovanih DMPK alela u ¢elijama krvi u prvoj (t1) i drugoj (t2) vremenskoj tacki
i u ¢elijama bukalne sluznice (B) u drugoj vremenskoj tacki kod sedam bolesnika sa varijantnim ponovcima i Cetiri sa ¢istim
ekspanzijama.

Detektovano je najmanje 200 alela po uzorku. Uzrast uzorkovanja (AS) i uzrast pocetka bolesti (AO) naznaceni su za svakog
bolesnika. Vrednost od 0,5 dodata je svim vrednostima AS i AO kako bi se omoguc¢ila logaritamska transformacija podataka.

* — kontrolna grupa.

Tabela se nalazi na slede¢em linku: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fgene.2018.00601/full#supplementary-material
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UsjaBa o ayTopcTBY

Vime u npesume aytopa JosaH [Meliosuh

Bpoj nHpekca M3007/2013

UsjaBrbyjem
[a je JOKTOpCKa AucepTaumja noa HacrnosoM

JMutotniyka n mejotnyka HectabunHoct DMPK ekcnaH3uja ca BapujaHTHUM MOHOBLIMMA
Kao reHeTUYKkM MmoamdumnkaTop dpeHoTruna MMoToHn4YHe auctpoduje tmna 1’

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBAYKOr paaa;

e [a aucepTauumja y UENVHU HWU Y OeroBMMa Huje Buna npegnoxeHa 3a cTULahe
Apyre gunnome npema CTyaujCKUM nporpaMuma  OpYyrux  BUCOKOLLKOJSCKMX
yCTaHOBa;

e [a cy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEeHU U

e [a HMCaM KpLUMO/fa ayTopcka npaBa W KOPUCTMO/NA WHTENEKTyarHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay,




U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LWITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npeaume aytopa JoeaH 3. [Newosuh

Bpoj nHpekca M3007/2013

Cryamjckn nporpam MonekynapHa 6uonoruvja

Hacrnos paga ,MutoTndka u mejotnyka HectabunHoct DMPK ekcnaH3uja ca BapujaHTHUM
MOHOBLIMMA Kao reHeTu4Ykm moamdumkaTop deHoTruna MMoToHU4YHe anctpoduje tTmna 1”

MeHTopn npod. ap Oyuwianka Casuh-lNaBmnheBuh

npod. Ap Bnaocasa Pakovyesunh-CtojaHoBuh

UsjaBrbyjem pa je wrtamnaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOr paja MCTOBETHa eneKTPOHCKO)
BEp3nju KOjy cam npegao/na pagu noxpakweHa y [OurutanHoMm peno3utopujymy
YHuBep3uTteTa y beorpany.

[o3BorbaBam ga ce objaBe Moju NMYHM Nogaum BesaHu 3a Jobujawe akageMcKor Hasusa
AOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy MMe M npe3ume, roguHa u MecTto pohewa n gatym onbpaHe

paga.

OBwu nu4HKM Nnogaum mory ce o6jaBuUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurutande 6ubnuoreke, y
€neKTPOHCKOM KaTanory ny nybnukaumjama YHmeepsuteTa y beorpaay.

MoTnuc aytopa

Y Beorpagay,




UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuepsuteTcky 6ubnuoteky ,Cetosap Mapkosuh” ga y [durutanHm
penosvtopmnjym YHuBepauteta y beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacrnoBOM:

JMutoTndka M mejotndka HectabunHoct DMPK ekcnaH3vja ca BapuwjaHTHUM MOHOBLUMMA
Kao reHeTUYKkm MmoamdumnkaTop deHoTruna MMoToHnYHe auctpoduje tmna 1”

Koja je Moje ayTopcko aeno.

[ucepTaumjy ca cBMMm npunosumMa npegao cam y enekTpoHcKoMm copmaTty norogHom 3a
TpajHO apXxmMBUpa-e.

Mojy OOKTOpCKY ancepTtauujy noxpakeHy y urntanHomMm penosmtopujymy YHuBepauTeTa 'y
Beorpagy v oocTynHy y OTBOPEHOM NPUCTYNY MOry Aa KOPUCTE CBY KOju nowTyjy oapeabe
cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatuBHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a
KOjy cam ce oany4vo/na.

AyTopCTBo (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekomepuwmjanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HEkomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpUUjanHo — genutn nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopcTtBo — genutu nog nctum ycrnosuma (CC BY-SA)

(Monumo ga 3aoKpyxXute camo jefHy o WeCT NoHyHeHnX nuueHuu.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHM LEO0 OBe 13jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpagay,




1. AytopcTBo. [lo3BorbaBaTte YMHOXaBake, AUCTpMOYLMjy 1 jaBHO caoniTaBake Aena, u
npepage, ako ce HaBede UMe aytopa Ha HadmH ogpefeH og cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue, Yak n y komepumjanHe capxe. OBO je HajcnobogHuja og CBUX NULEHLN.

2. AyTopcTBO — HeKkoMmepuujanHo. [lo3BosbaBate yMHOXaBake, ANCTPUOYLMjY N jaBHO
caonwitaBawe ferna, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaduH ogpeheH of
CTpaHe ayTtopa unuM gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOSbaBa KoMmepuwujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKoMepuujanHo — 6e3 npepaga. [Jo3BorbaBate yMHOXaBahe,
AnCTpubyumjy 1 jaBHO caonwtaBake Agena, 6e3 npomeHa, npeobnukosamwa unun ynotpebe
[erna y CBOM Jery, ako ce HaBefe Mme ayTopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unm
pAasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOSbaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHocy
Ha CBe oOcTane nuueHLe, OBOM IWLEHLOM ce orpaHuyaBa Hajpehu o6um npasa
Kopuwhemna gena.

4. AyTOpCTBO — HeKoMepuujanHo — AenuTU nog UCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTe
YMHOXaBake, ANcTpnbyunjy 1 jaBHo caonwitaBakwe Aena, u npepage, ako ce HaBeae ume
ayTopa Ha HauyuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa unv Aasaoua NuueHUe M ako ce npepaja
anctpubympa nog UCTOM MMM CrMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua He [03BOSbaBa
koMepuwmjanHy ynoTtpeby gena v npepaga.

5. AytopcTBO — 6e3 npepaga. [lo3BosbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUBYLM)Y U jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe gena y csom aeny,
aKo ce HaBefe UMe ayTopa Ha HaunH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa unu gaBaoua NvueHLE.
OBa nuueHua go3BosbaBa kKoMepLmjanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO — pOenutu nop WMCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakse,
AMCTpUOYLMjy 1 jaBHO caonliTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha
HauMH oapefneH o cTpaHe ayTopa WUnu AaBaoua NUUEHLE U ako ce npepaaa aAucTpubyupa
nogd UCTOM UNM CNYHOM nuueHuom. OBa nuueHua [03BOrbaBa KomepuumjanHy ynoTpeby
fAena v npepaga. CnuyHa je codpTBEPCKMM NULIeHLIaMa, OAHOCHO NLeHLIaMa OTBOPEHOr
kopa.



