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SAZETAK

Klini¢ka vrijednost analize epigenetickog potpisa u
neurorazvojnim poremecajima

Matej Dobrosevic¢

Neurorazvojni poremecaji skupina su poremecaja s teSkotama u osobnom, socijalnom,
akademskom 1/ili okupacijskom funkcioniranju, a za sve viSe njih se otkriva povezanost s
promjenama u epigenomu pojedinca koje potom utjeCu na fenotip. Opcenito, epigeneticki
mehanizmi omogucuju da se vise razlicitih fenotipa ispolji kao produkt jednog genotipa. Promjena
u metilaciji DNA pa tako 1 aktivnosti gena, dovodi se u vezu s nastankom raka i mnogih drugih
bolesti. Epigeneticki potpis ukljucuje, izmedu ostalog, skup diferencijalno metiliranih citozina 1
specifican je za to¢no odredenu stanicu. Specifican je s obzirom na tkivo, dob te prisutnu
patologiju. Analiza obrasca metilacije DNA, odnosno epigenetickog potpisa, moze neizravno
ukazati na promjene u ekspresiji raznih gena 1 promjene u efikasnosti raznih enzima 1 ostalih
proteina ukljucenih u proces metilacije, te tako, bez sekvenciranja same patoloSke varijante, tocno
ukazati na njenu prisutnost i efekt. Kod velikog broja rijetkih neurorazvojnih poremecaja
zamijecena je podlijeZzuca patoloSka varijanta gena ukljucenih u proces metilacije DNA. Analiza
metilacije DNA kvantificira stupanj metilacije DNA, te tocno odreduje koji CpGovi su metilirani
ili nemetilirani. Dosadasnjim analizama epigeneticki potpis je definiran za mnoge rijetke
neurorazvojne poremecaje. Usporedivanje epigeneti¢kog potpisa nedijagnosticiranih pacijenata s
definiranim potpisima moZe pomoci postavljanju klinicke dijagnoze. Stoga se poceo koristiti u
klasifikaciji varijanti nejasnog znacaja i inicijalnom postavljanu dijagnoze, a potencijalno 1 kao
metoda ranog probira, identifikacije moguéih meta za razvoj novih lijekova 1 korak ka

personaliziranoj medicini.

Kljucne rijeci: epigeneticki potpis; neurorazvojni poremecaji; metilacija DNA



SUMMARY

Clinical value of episignature analysis in
neurodevelopmental disorders

Matej Dobrosevic¢

Neurodevelopmental disorders are a group of disorders with difficulties in personal, social,
academic and/or occupational functioning, and for more and more of them, a connection with
changes in the epigenome of the individual is being discovered, which then affects the phenotype.
In general, epigenetic mechanisms allow multiple different phenotypes to manifest as a product of
a single genotype. Changes in methylation, and thus gene activity, are linked to the development
of cancer and many other diseases. The epigenetic signature includes a set of differentially
methylated cytosines specific to a particular cell. It is specific with respect to tissue, age, and the
presence of pathology. Analysis of DNA methylation levels, or the epigenetic signature, can
indirectly indicate changes in the expression of various genes and changes in the efficiency of
various enzymes and proteins involved in the methylation process, and in this way, without
sequencing the pathological variant itself, accurately indicate its presence and effect. In a large
number of rare neurodevelopmental disorders, an underlying pathological variant of genes
involved in the methylation process has been observed. Methylation analysis quantifies the degree
of methylation and precisely determines which CpGs are methylated or unmethylated. Previous
analyses have defined the epigenetic signature for many rare neurodevelopmental disorders.
Comparison of the epigenetic signature of undiagnosed patients with defined signatures can help
establish a clinical diagnosis. Thus, it has started to be used in the classification of variants of
uncertain significance (VUS) and initial diagnosis. Also, potentially, as a method for early
screening, identification of possible targets for the development of new drugs, and a step towards

personalized medicine.

Key words: epigenetic signature, neurodevelopmental disorders, DNA methylation



1. UVOD

Iako pojedinac¢no rijetke, od rijetkih bolesti ukupno boluje 1% populacije. U nekim sluc¢ajevima,
pacijenti kona¢nu dijagnozu dobivaju tek nakon viSe godina dijagnosticke ,,odiseje*. Iznimka nisu
ni rijetki, genetski uzrokovani neurorazvojni poremecaji. Fenotip neurorazvojnih poremecaja
uzrokovanih patoloSkim varijantama gena modulatora kromatina, osim §to se uvelike medusobno
preklapa medu poremecajima, ponekad je suptilan 1 neprepoznatljiv. Genetska obrada ovih
pacijenata Cesto rezultira pronalaskom varijanti nepoznatog znacaja (engl. variant of
uncertain/unknown significance, VUS), $to dodatno odgada postavljanje ispravne dijagnoze i
mogucnost terapijske intervencije. Ipak, posljednjih se godina kao potencijalno rjesenje navedenog
problema obec¢avaju¢om pokazala analiza epigenetickog potpisa, tj. specificnog profila metilacije
genoma pacijenata oboljelih od neurorazvojnih poremecaja, pa je za velik broj njih isti i definiran.
U skorijoj bi budu¢nosti klinicka analiza epigenetickog potpisa uzoraka krvi pacijenata sa
simptomima neurorazvojnih poremecaja bila korisna za one koji jo§ nemaju konac¢nu dijagnozu te

za potencijalno postavljanje iste.



2. EPIGENETICKI MEHANIZMI

2.1 Epigeneticke promjene

Epigenetika podrazumijeva promjene u ekspresiji gena koje nisu rezultat promjene genetskog
koda. Modificiraju¢i sveukupnu strukturu i kondenzaciju kromatina produkti gena remodelatora
kromatina utjecu na povecanje ili smanjenje ekspresije odredenih gena ili skupine gena u molekuli
DNA formirajuci time specifi¢nost organizacije kromatina u stanici koji zovemo epigeneticki
obrazac. Isti je Cesto stabilan pa se prenosi tijekom dioba na stanice kéeri. Epigenetic¢ki obrasci
omogucuju da se vise razli¢itih fenotipa ispolji kao produkt jednog genotipa. Neki od najcescih
epigenetickih mehanizama su: metilacija DNA 1 acetilacija histona.(1) Osim patoloskih varijanti

gena remodelatora kromatina promjene mogu uzrokovati 1 okoli$ni uzroci.(2)

2.1.1 Metilacija DNA

Metilacija DNA je biokemijski proces u kojemu se metilna skupina (CHs) kovalentno veze na peti
ugljikov atom citozinskog prstena. Proces se odvija pod utjecajem enzima DNA-metiltransferaze
(DNMT). Produkt ove reakcije je 5-metilcitozin (SmC).(slikal) Ekspresija gena moze se utisati
metilacijom njegove promotorne regije. Metilacija DNA je od presudne vaZnosti za procese:
lionizacije, utiSavanja aktivnosti embrionalnih i retroviralnih gena, tkivne specifi¢nosti i genetskog
utiska (imprinting). Promjena u metilaciji, pa tako i aktivnosti gena, dovodi se u vezu s nastankom

raka i mnogih drugih bolesti.(1,3,4)
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Slika 1. Metilacija citozina uz enzim DNA-metiltranferazu.

2.1.2 Acetilacija histona

Acetilacija histona modifikacija je koja podrazumijeva adiciju acetilne skupine (CH3CO) na
histonske proteine. Enzim histon-acetiltransferaza (HST) dodaje acetilnu skupinu na lizinske
ostatke slobodnih repova histona. Enzimi histonske deacetilaze (HDAC) ukljanjaju acetilne
skupine sudjelujuci tako u obratnome procesu. Acetilacija neutralizira pozitivne naboje lizina,
smanjujuci time interakciju histona i negativno nabijene DNA. Rezultat je opustenija struktura
kromatina koja elementima transkripcije omogucuje pristup DNA. Na taj nacin takoder utjece na
remodeliranje kromatina i poticanje transkripcije DNA.(5) Modifikacija histona je u nekim

slu¢ajevima ovisna o metilaciji DNA.(6)



2.2 CpG otoci

U genomu sisavaca najceS¢e su metilirani citozini popraéeni gvaninom (CpG) u 5' ka 3' smjeru.
Simbol ,,p*“ u izrazu CpG predstavlja fosfatnu skupinu koja ih spaja. Mjesta u genomu koja obiluju
ovim dinukleotidom nazivaju se CpG otoci. Cesto se nalaze pri ili unutar samih promotora gena.
Prosjec¢ne su duljine 300-3000 parova baza (bp) i nalaze se uz 40-60% promotorskih regija
humanog genoma. Vec¢inom su nemetilirani i omogucuju aktivnu transkripciju gena. Vezano za
CpG otoke, definirani su i pojmovi CpG obala (regije do 2 kilobaze(kb) udaljene od CpG otoka),

CpG priobalja (udaljenih 2-4 kb) te CpG mora (s udaljenos¢u vec¢om od 4kb).(7—10)

2.3 Epigeneticki potpis

Analizirajuci metilaciju gena stanice mogu se definirati diferencijalno metilirani CpGovi (DMC),
odnosno odgovarajuce diferencijalno metilirane probe (DMP). Regije uzastopnih DMC-ova ili
DMP-ova u proksimitetu definira se kao diferencijalno metilirana regija (DMR). Specifi¢ni defekt
metilacije koji zahvac¢a jedan DMC/DMP naziva se epigeneticka varijanta (engl. epigenetic
variant). Skup DMC-ova/DMR-ova specifi¢an za to¢no odredenu stanicu jednoga tkiva naziva se
epigeneticki potpis (engl. epigenetic signature).(11) Osim Sto je specifi¢an za razliCite tipove
stanica (npr. leukocite 1 neurone)(12), epigeneticki potpis je specifican i za razli¢ite poremecaje,
te dob.(13,14) Naime, razni poremecaji mogu uzrokovati hipometilaciju genoma, hipermetilaciju
genoma, ili oboje.(15,16) Dodatno tomu, analiza stupnja metilacije DNA, odnosno epigenetickog

potpisa, moZe neizravno ukazati na promjene u ekspresiji raznih gena i promjene u efikasnosti



raznih enzima i proteina ukljucenih u proces metilacije, te na taj nacin, bez sekvenciranja same

patoloske varijante, to¢no ukazati na njenu prisutnost.(17)



3. NEURORAZVOJNI POREMECAJI

3.1. Obiljezja, klasifikacija i klinicka obrada

Neurorazvojni poremecaji skupina su poremecaja koji nastupaju pri razvojnom periodu, vec¢inom
prije polaska u Skolu 1 karakterizirani su teSko¢ama u osobnom, socijalnom, akademskom 1/ili
okupacijskom funkcioniranju. Prezentiraju se negativnim (npr. manjak koncentracije) i pozitivhim
(npr. prenaglaSene repetitivne radnje) simptomima. Ukljucuju intelektualne teskoce, poremecaje
komunikacije, poremecaje iz spektra autizma, ADHD, specificne poremecaje ucenja, poremecaje

pokreta te ostale neurorazvojne poremecaje.(18)

Rijetke bolesti su definirane kao one s incidencijom >1/2000. Iako je sama etiologija
neurorazvojnih poremecaja vrlo kompleksna i nije u potpunosti razjasnjena, kod velikog broja
poremecaja je zamijeCena genetska podloga.(19) U ovim poremecajima su zabiljezeni deficiti
¢imbenika remodeliranja kromatina, proliferacije, sinaptogeneze i diferencijacije stanica
mikroglije. (20) Njihova klinicka slika se uvelike preklapa te cesto ukljuuje zaostanak u
psihomotornom, govornom i mentalnom razvoju, hipotoniju i autistiéno ponasanje. Navedeno je
primjenjivo 1 na sljede¢e primjere takvih poremecaja: Sotos sindrom (1-9/100 000), Kabuki

sindrom (1-9/100 000) i Coffin-Siris sindrom(<1/1 000 000).(21)

Standardna klinicka obrada pacijenata s karakteristiénim simptomima neurorazvojnih poremecaja
obuhvaca komparativnu genomsku hibridizaciju na mikro¢ipu (Array Comparative Genomic
Hybridization (aCGH)), analizu kromosomalnog mikropostroja (chromosomal microarray
analysis (CMA)) 1 ,trio“ sekvenciranje egzoma (ES).(22) Trio sekvenciranje egzoma

podrazumijeva analizu egzoma pacijenta, te njegovih bioloskih roditelja. Ponekad koriStenje



kombinacije ovih dijagnosti¢kih metoda samo po sebi nije dostatno za postavljanje dijagnoze. Kao
dijagnosticki postupci druge linije, kombinacija sekvenciranja cijelog genoma (WGS),
sekvenciranja ukupne RNA (RNA-seq) i analize epigenetickog potpisa, daju dobre rezultate u

klasifikaciji nedijagnosticiranih slu¢ajeva neurorazvojnih poremecaja.(23)

3.2. Utjecaj epigenetiCke disregulacije na nastanak

neurorazvojnih poremecaja

Pravilna ekspresija gena uklju¢enih u proces prekrajanja RNA, nekodiraju¢ih RNA, DNA
metiltransferaza, demetilaza, histonskih acetiltransferaza i deacetilaza nuzna je za odrzavanje
homeostaze tkiva te razvoj i1 diferencijaciju stanica koje ga Cine.(24) Patoloske varijante koje
uzrokuju gubitak funkcije (LoF) tih gena mogu u klju¢nom razvojnom periodu onemoguciti
pravilan razvoj i povezivanje mozdanih struktura.(25,26) Analizirani uzorci pacijenata oboljelih
od neurorazvojnih poremecaja pokazali su alterirani epigeneticki profil gena ukljuc¢enih u procese
razvoja ziv€anog sustava, neurogenezu, sinapti¢ku transmisiju i signalizaciju.(27) Koliko su
produkti gena remodelatora kromatina presudni u razvoju neuroloskog sustava govori 1 ¢injenica
da se neurorazvojni poremecaji javljaju ve¢ i pri haploinsuficijenciji mnogih od njih.(15,17,28,29)
Potpuni gubitak funkcije istih, embrionalno je letalan.(30) Primjeri su prisustvo patoloskih
varjjanti SPEN gena ¢ija haploinsuficijencija uvelike doprinosi nastanku neurorazvojnog
poremecaja 1 prisustvo patoloskih varijanti ARID1B gena koje se fenotipski ispoljavaju u vidu

ageneze corpusa callosuma. (31,32)



4. ANALIZA EPIGENETICKOG POTPISA

4.1 Bisulfitna konverzija

Proces analize epigenetickog potpisa lako je prilagodljiv za rutinsko odredivanje u klini¢kim
laboratorijima. Epigeneticki potpis zapravo predstavlja obrazac metilacije baze citozina, koja je
visoko stabilan analit. Metilirani 1 nemetilirani citozini lako se razlikuju ako se DNA izolirana iz
uzoraka pacijenata (najceSc¢e krvi) provede kroz postupak tzv. bisulfitne konverzije, tako Sto se
denaturira 1 potom tretira natrijevim bisulfitom. Taj proces transformira nemetilirane citozine u
uracil, dok metilirani citozini ostaju nepromijenjeni. Tijekom amplifikacije DNA PCR-om uracili
su stoga u amplificiranim sekvencama zamijenjeni timinom.(slika 2) Ova promjena omogucuje
diferencijaciju metiliranih i nemetiliranih CpGova kod koristenja daljnjih metoda, mikropostroja
ili sekvenciranja nove generacije (NGS). Analiza metilacije na taj na¢in moze kvantificirati stupanj
metilacije, te tocno odrediti koji CpGovi su metilirani ili nemetilirani. U slucaju da je uzorak krvi
nedostupan, analiza se moze provesti i na uzorcima drugih tkiva, poput fibroblasta.(33) U slucaju
neurorazvojnih poremecaja, idealan uzorak za analizu bili bi neuroni, no oni nisu dostupni

neinvazivnim uzorkovanjem.
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Slika 2. Bisulfitna konverzija nemetiliranih citozina, te zamjena novonastalih uracila timinom tijekom

PCR reakcije.

4.2 Analiza metilacije DNA na hibridizacijskim ¢ipovima

Kako je receno, bisulfitno konvertirana DNA podlijeze potom postupku sekvenciranja ili analize
hibridizacijom na ¢ipu. Najdetaljnija metoda, kojom se moze procijeniti metilacija na ~28 milijuna
CpG myjesta u ljudskom genomu je bisulfitno sekvenciranje cijelog genoma (engl. whole genome
bisulfite sequencing, WGBS). Ipak, u dosadasnjim istrazivanjima kohorti pacijenata uglavnom se
ne koristi ova metoda zbog velike potrebe za stru¢nim kadrom za obradu ovako sloZenih podataka
kao 1 visokih troSkova. Stoga se metilacija humanih uzoraka analizira uglavnom metodom
hibridizacije na ¢ipu, gdje se najceSée koristi Illumina HumanMethylation450 (HM450)
BeadChip. U njenom slucaju, bisulfitno konvertirana DNA hibridizira s unaprijed dizajniranim
sondama/probama koje razlikuju metilirana (citozin) i nemetilirana (uracil) CpG mjesta. Proces
ukljucuje dodavanje oznacenog nukleotida s fluorescentnom bojom, a skeniranje detektira omjer
fluorescentnog signala iz nemetilirane probe prema metiliranoj probi. Udio metilacije DNA na

odredenom CpG mjestu (beta vrijednost metilacije (B)) izraunava se kao omjer metiliranog



signala prema ukupnom signalu (metilirani + nemetilirani). Rezultat prethodno navedenih
postupaka iskazuje se kao B-vrijednost koja u rasponu od 0 do 1 predstavlja stupanj metilacije
odredene probe. Kako bi se stupanj metilacije prikazao preciznije u slucajevima gdje se on
priblizava ekstremima (0 ili 1), u daljnjim koracima koristi se M vrijednost izraCunata prema

formuli:
B
M=log2 (m)

M vrijednost jednaka je nuli za B=0.5, pa tako, hipometiliranim probama (<0.5) dodjeljuje
negativne vrijednosti, a hipermetiliranim ($>0.5) pozitivne vrijednosti. Prikazuje razliku u

naizgled slicnim B-vrijednostima na sljedeci nacin: (tablica 1.)

Tablica 1. odnosi M i B-vrijednosti

B- vrijednost | M vrijednost

0,99 6,6293566
0,9999 13,287568
0,01 -6,6293566
0,0001 -13,287568

Dobiveni rezultati su tada normalizirani. FunNorm, Noob i1 Illumina normalizacijske funkcije su
se pokazale kao superiorne nad ostalim upotrebljivanim.(34) Daljnja bioinformati¢ka analiza
ukljucuje odabiranje samo pouzdanih proba metodama poput iskljuc¢ivanja onih sa spolnih
kromosoma, veéom vjerojatnoS¢u da je dobiveni rezultat lazno pozitivan (p vrijednost) pri

detekciji, manjom razlikom u razinama metilacije 1 onih s poznatim polimorfizmima jednog
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nukleotida (SNP). Ukoliko su podatci bili prikupljeni iz razli¢itih ustanova, provedena je
minimalizacija razlika medu njima kako bi se izbjegli negativni utjecaji efekta serije (,,batch
effect®). Analiza je prilagodena sastavu krvi prema udjelima razlicitih krvnih stanica. Nakon toga,
valjanost epigenetiCkog potpisa provjerava se usporedujuci probe odredene kao unikatne za
poremecaj sa svim dotad definiranim epigenetickim potpisima i1 uklanjaju se ukoliko nisu dovoljno
unikatne s obzirom na zdrave kontrole 1 dosad definirane poremecaje. Kao zadnji korak, model
strojnog ucenja (Stroj potpornih vektora (SVM), regularizirane logisticke regresije (PLR) ili,
manje pozeljno, sluc¢ajnih Suma (RF)) (34) trenira se rezultantnim DMC-ovima ili DMR-ovima
kako bi raspoznavao epigeneticke potpise vezane uz odredeni poremecaj. Ustanovljeni
epigeneticki potpis istrazivaci prikazuju u vidu toplinske karte (heatmap), dendrograma uz
usporedbu s ostalim neurorazvojnim poremecajima ili vrijednosti patogenosti metilacijske
varijante (engl. methylation variant pathogenicity (MVP). MVP je vrijednost izmedu 0 1 1 koja

analizirani uzorak metilacije usporeduje s testnim i kontrolnim uzorcima tijekom odredivanja

.....

.....

kontrolama 1 sugerira odsustvo poremecaja. (35)
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5. KLINICKI ZNACAJ

5.1 Neurorazvojni poremecaji s epigenetickim potpisom

Tablica 2 sadrzi popis rijetkih neurorazvojnih poremecaja s genetskom podlogom za koje je u

literaturi pronaden i definiran epigeneticki potpis. (15,27-31,36-46) Pouzdanost u primjeni

vecine navedenih potpisa dokazana je istrazivanjem Levy 1 sur. provedenoga od 2019.-2021.

godine analizom uzoraka krvi 5 612 ispitanika. (27) Nju su svojim istraZivanjima potvrdili Giuili

1 sur. te van der Laan 1 sur. 2023. godine. (34,41) Definirani epigeneticki potpisi ve¢ se koriste u

klinickom radu putem projekata poput kanadskog EpiSign-CAN projekta 1 ,,Epipro*

Manchesterskog projekta.

Tablica 2- popis rijetkih neurorazvojnih poremecaja s genetskom podlogom za koje je u literaturi

pronaden i definiran epigeneticki potpis.

SINDROM INTERNACIONALNA PODLIJEZUCI
KRATICA SINDROMA GEN ILI REGIJA
Arboleda-Tham sindrom ARTHS KAT64
Au-Kline sindrom AKS HNRNPK
Autizam, predispozicija za, 18 AUTSI18 CHDS
Autosomalno-dominantni poremecaj KDM4B KDM4B
intelektualnog razvoja-65
BCL11B-povezani poremecaj BCL11B-RD BCLI1IB
Beck-Fahrner sindrom BEFAHRS TET3
Blefarofimoza intelektualne poteskoce BISS SMARCA?2
SMARCA2? sindrom
Borjeson-Forssman- - Lehmann sindrom BFLS PHF6
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CDK13-povezani poremecaj CDK13-RD CDK13
Cerebelarna ataksija, gluhoca, i narkolepsija, ADCADN DNMTI
autosomalno-dominantni

CHARGE sindrom CHARGE CHD7

Chr16p11.2 delecijski sindrom, 593-KB

Chrl6p11.2del

Chribpll.2del

Chung-Jansen sindrom CHUJANS PHIP
Clark-Baraitser sindrom CLABARS TRIPI2
Coffin-Siris sindrom-1,2 CSS _¢.6200 ARIDIB
ARIDIA
Coffin-Siris sindrom-1,2,3,4; BAFopathy ARIDIB
ARIDIA
SMARCBI
SMARCA4
SMARCA?2
Coffin-Siris sindrom-4 CSS4 ¢.2650 SMARCA4
Coffin-Siris sindrom-9 CSS9 SOX11
Cohen-Gibson sindrom; Weaver sindrom PRC2 EED
EZH2
Cornelia de Lange sindrom 1,2,3,4 CdLS NIPBL
SMC1A4
SMC3
RAD21
Delecija 1p36 sindrom dellp36 SPEN
Distonija 28, nastup u djetinjstvu DYT28 KMT2B
Down sindrom Down Chr21 trisomy
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Epilepti¢na encefalopatija, nastup u djetinjstvu | EEOC CHD?2
Floating-Harbor sindrom FLHS SRCAP
Gabriele-de Vries sindrom GADEVS YYI
Genitopatelarni sindrom GTPTS KAT6B
Hao-Fountain sindrom HAFOUS USP7
Helsmoortel-van der Aa sindrom HVDAS C ADNP
Helsmoortel-van der Aa sindrom HVDAS T ADNP
Hunter McAlpine kraniosinostoza sindrom HMA Chr5q35-qter dup
Imunodeficijencija-centromerna nestabilnost- | ICF 1 DNMT3B
anomalije lica sindrom 1
Imunodeficijencija-centromerna nestabilnost- | ICF 2 3 4 ZBTB?2
anomalije lica sindrom 2,3,4 CDCA7
HELLS
JARID2-neurorazvojni sindrom JARID2 JARID?
Kabuki sindrom 1, 2 Kabuki KMT2D
KDM6A4
KDM2B-povezani sindrom KDM2B KDM?2B
Kleefstra sindrom 1 Kleefstra EHMTI
Koolen de Vreis sindrom KDVS KANSLI
Luscan-Lumish sindrom LLS SETD2
Menke-Hennekam sindrom 1,2 MKHK 1D4 CREBBP
EP300
Mentalna retardacija, autosomalno-dominantni | MRD23 SETDS5

23
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Mentalna retardacija, autosomalno-dominantni | MRD51 KMT5B
51

Miopatija, laktiCka acidoza, i sideroblasti¢na MLASA2 YARS?2
anemija 2

Mowat-Wilson sindrom MOWS ZEB2
MSL2-povezani poremecaj MSL2-RD MSL2
Ohdo sindrom, SBBYSS varijanta SBBYSS KAT6B
Phelan-McDermid sindrom PHMDS Chr22ql3.3del
Pitt-Hopkins sindrom PTHS TCF4
Poremecaj intelektualnog razvoja s napadajima | IDDSELD SETDIB
1 jezicnom odgodom

Poremecaj intelektualnog razvoja, IDD21 CICF
autosomalno-dominantni 21 sindrom

Poremecaj intelektualnog razvoja, X-vezani 93 | MRX93 BRWD3
Poremecaj intelektualnog razvoja, X-vezani 97 | MRX97 ZNF711
poremecaj intelektualnog razvoja, X-vezani, MRXSA FAMS504
sindromski, Armfield tip

Poremecaj intelektualnog razvoja, X-vezani, MRXSCJ KDM5C
sindromski, Claes-Jensen tip

Poremecaj intelektualnog razvoja, X-vezani, MRXSN UBE2A
sindromski, Nascimento-tip

Poremecaj intelektualnog razvoja, X-vezani, MRXSSR SMS
Snyder-Robinson tip

PURA-povezani neurorazvojni poremecaj PURA-NDD PURA
Rahman sindrom RMNS HISTIHIE
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Razvojna i epilepticna encefalopatija 54 DEE54 HNRNPU
Renpenning sindrom RENSI1 POBPI
Rubinstein-Taybi sindrom 1 RSTS1 CREBBP
Rubinstein-Taybi sindrom 2 RSTS2 EP300

Sotos sindrom 1 Sotos NSDI
SRSF1-povezani poremecaj SRSF1 SRSF1
Tatton-Brown-Rahman sindrom TBRS DNMT3A4
Velokardiofacialni sindrom VCFS Chr22qll.2del
Wiedemann-steiner sindrom WDSTS KMT2A4
Williams-Beuren delecijski sindrom Williams Chr7qll1.23del
Williams-Beuren duplikacijski sindrom Dup7 Chr7ql1.23dup
Witteveen-Kolk sindrom WITKOS SIN34
Wolf-Hirschhorn sindrom WHS Chrdpl6.13del
X-vezani alfa-talasemija/mentalna retardacija | ATRX ATRX

sindrom

5.1.1. Analiza epigenetickog potpisa X kromosoma

Neurorazvojni poremecaji uzrokovani patoloskim varijantama na X kromosomu pokazali su se
zahtjevnima za dijagnosticirati analizom epigeneti¢kog potpisa. Razlika u njegovom broju medu
spolovima, ali 1 neuravnotezena lionizacija, odnosno inaktivacija X kromosoma (engl. skewed
XCI) mogu doprinijeti razlikama u metilacijskom profilu, ali 1 spolnoj specifi¢nosti epigenetickog
potpisa.(47) 1z tih razloga, DMC-ovi X kromosoma se naj¢esce iskljucuju iz analize u svrhu lakse

obrade podataka, ali promjene metilacije gena X kromosoma ostaju presudne u identifikaciji nekih
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poremecaja poput delecija 1p36 sindroma.(31) Na primjer, podvrste poremecaja iz spektra autizma
uzrokovane patoloskim varijantama na genu X kromosoma pokazuju spolnu specificnost u vidu
tri puta veée incidencije u muskaraca, $to sugerira protektivnu ulogu prisutnosti dva X kromosoma

1 mozaicizma u Zena.(48)
5.2 Ogranicenja analize epigenetiCkog potpisa

U rijetkim slucajevima, uzorci ispitanika iz kohorti za utvrdivanje epigenetickog potpisa s
dokazanom patoloskom varijantom podlijeZu¢eg gena ipak nisu imali karakteristican epigeneticki
potpis, Sto bi sugeriralo kompleksnost koju bismo mogli pripisati mozaicizmima, genetskim
¢imbenicima, no 1 utjecaju okolisa.(43) Ne postoje objavljene smjernice za klini¢ku interpretaciju
rezultata analize epigenetickog potpisa, pa je svakodnevna uporaba ove dijagnosticke metode
dostupna samo vrlo malom broju centara sa stru¢njacima u navedenom podrucju. U pitanje se
dovodi razlu¢ivost ove metode pri ekstremnim slucajevima. Na primjer, u razluc¢ivanju Sotos i
TBRS sindroma koji uzrokuju drasti¢nu hipometilaciju cijeloga genoma uz preklapanje mnogih
proba medu tim sindromima. Iako je specificnost analize epigenetickog potpisa uvijek vrlo visoka
(94-100%), njena osjetljivost znacajno pada koriStenjem malih uzoraka ispitanika za definiranje
metilacijskog obrasca specificnog za poremecaj.(49) Vecu skupinu ispitanika tesko je pribaviti
uslijed rijetkosti ovih neurorazvojnih poremecaja. Koristeni postupak identifikacije unikatnog
epigenetickog potpisa za pojedini poremecaj nije uniforman, te se u nekim koracima razlikuje
medu grupama istrazivaca $to moze dovesti do greSaka. Kako je ve¢ rec¢eno, vecina istraZivaca
koristi Infintum HumanMethylation EPIC BeadChip (IMEPIC) ili Infinium HumanMethylation
EPICv2 BeadChip (IMEPICv2), koje su slicne, ali ipak svaka promjena koriStenih metoda

ukljucuje dodavanje i uklanjanje nekolicine obradivanih CpGova. Mijenjanje metoda i efekt serije,
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gdje pojedinci iz serije ¢esto nisu upareni s kontrolama iz iste serije, dodatno smanjuju robusnost
definiranih epigenetickih potpisa. RjeSenje za povecanje robusnosti pretrage se nudi u vidu
standardizacije analize na razini DMR-ova umjesto DMC-ova pri budu¢im odredivanjima
epigenetickog potpisa.(34,50) Uz navedeno, isklju¢ivanje proba spolnih kromosoma koji su se
pokazali kljuc¢ni u identificiranju pojedinih poremecaja, identifikaciju viSe epigenetickih potpisa
za istu patolosku varijantu 1 ponekada neinterpretabilnih rezultata (kod manjih uzoraka- npr.
kohorte od 5 ispitanika) mozemo zakljuciti da zasad jo§ imamo ograni¢eno razumijevanje

epigenetickih potpisa.(51)

5.3 Korisnost analize epigenetickog potpisa u klinici

Glavna klinicka uloga analize epigenetickog potpisa je procjena i klasifikacija poremecaja za koje
je prethodnom genetickom obradom utvrdeno prisustvo samo varijanata nepoznatog znacenja
(VUS) 1 potencijalno postavljanje dijagnoze genetski nerazrijeSenim slucajevima pacijenata.
Prednost je Sto ne zahtjeva analiziranje uzoraka ostalih ¢lanova obitelji. Za neurorazvojne
poremecaje s kvalitetno odredenim epigenetickim potpisom, njegova analiza je visoko specifi¢na
1 osjetljiva dijagnosti¢ka metoda. (27,49) Ukoliko analiza ne ispolji podudarnost uzorka s nekim
od neurorazvojnih poremecaja s dobro definiranim epigenetickim potpisom, ona pouzdano
iskljucuje dijagnoze svih poremecaja ukljucenih u analizu. Dijagnostikom poremecaja koristeci
epigeneticki potpis omoguceno je i prosirenje poznatih fenotipskih karakteristika vezanih uz njega
metodom reverzne fenotipizacije.(39) Analiza epigenetickog potpisa koristi se 1 za potvrdu
klini¢ke sumnje kada varijanta koja obi¢no uzrokuje poremecaj nije pronadena ili za reklasifikaciju

pacijenata kojima je inicijalno dijagnosticiran pogresni poremecaj.(47) Ova metoda omogucuje
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postavljanje dijagnoze i bez da je poznata podlijezu¢a patoloska varijanta.(52) Analiza
epigenetickog potpisa ispoljila je dijagnozu u slucajevima kada analiza kromosomalnog
mikropostroja (chromosomal microarray analysis (CMA)) 1 sekvenciranje cjelokupnog egzoma
(WES) nisu identificirali podlijezuée delecije u zahva¢enim genima. Nadalje, kombinacija analize
epigenetickog potpisa i sekvenciranja egzoma pokazalo je odli¢ne rezultate u klasifikaciji klinicki
nejasnih  slu€ajeva neurorazvojnih poremecaja.(47) Analiza pojedinaca sa simptomima
neurorazvojnih poremecaja pokazala se ucinkovita i1 u postavljanju dijagnoze prije nastupa
simptoma. Na taj nain omogucena je pravovremena terapijska intervencija.(53) Zbog toga se u
slucaju inkonkluzivnih rezultata sekvenciranja cijeloga egzoma (WES) kao idu¢i korak
preporucuje analiza epigeneti¢kog potpisa i sekvenciranje cijelog genoma (WGS), te PhenoScore.
PhenoScore je racunalni softver baziran na umjetnoj inteligenciji koji identificira 1 klasificira
dizmorfije lica vezane uz sindromske poremecaje.(17) Primjerice, metilacijski specifican
mikropostroj istovremeno i s visokom osjetljivos¢u procjenjuje prisutnost poremecaja genomskog
utiska (engl. genomic imprinting) 1 sindroma fragilnog X.(54) Unato¢ provodenju analize
epigenetickog potpisa, klinicka procjena ostaje presudna u postavljanju ispravne dijagnoze.
Navedeno se moze prikazati primjerom WHS i Rauch-Steindl (RAUST) sindroma. WHS je
uzrokovan delecijom regije kratkog kraka 4. kromosoma. Unutar te regije nalazi se gen NSD2, ¢ije
patoloske varijante uzrokuju RAUST sindrom. Klini¢ka slika ovih sindroma se uvelike poklapa,
no RAUST sindrom, za razliku od WHS-a ne uzrokuje epilepsiju i karakteristicne dizmorfije lica.
Analizom epigeneti¢kog potpisa pacijenta oboljelog od RAUST sindroma dobiva se rezultat koji
ukazuje na prisustvo WHS-a. Samo klini¢ar moZe primijetiti izostanak epilepsija i dizmorfija u

klini¢koj slici te time ispravno dijagnosticirati pacijenta.(55)
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6. ZAKLJUCAK

Precizna i definitivna molekularna dijagnoza omogucuje prenatalnu dijagnostiku i kvalitetno
genetsko savjetovanje $to je poglavito vazno kod neurorazvojnih poremecaja. U takvim
sluCajevima, analiza epigenetickog potpisa je visoko specificna i osjetljiva laboratorijska metoda
koja se pokazuje sve ceSce kljuCna za objasSnjenje simptoma i dobivanje precizne dijagnoze.
Daljnjim proSirivanjem popisa takvih poremec¢aja ova metoda se sve vise priblizava svakodnevnoj
klinickoj uporabi. Istrazivanje u tom smjeru ve¢ se provodi kroz velike projekte (npr. kanadskog
EpiSign-CAN 1 ,,Epipro*“ koje provode znanstvenici sa sveuciliSta u Manchesteru). Analiza
epigenetickog potpisa ima brojne prednosti poput potencijalnog smanjenja troSkova ako se uvede
u standardnu obradu. Time bi se smanjili troskovi skupe metode sekvenciranja cijelog genoma
koja je po danaSnjim standardima u klinici hijerarhijski ispred epigenetickih analiza. S druge
strane, prepreka uvodenju analize epigenetickog potpisa u svakodnevni klini¢ki rad je ¢injenica da
je analiza metilacije genoma, odnosno epigenetickog potpisa dijelom komercijalizirana
dijagnosticka metoda pa mnogi podatci nisu u potpunosti i azurno objavljeni u znanstvenoj
literaturi. Objavljivanjem tih podataka, potvrdivanje pouzdanosti analize epigenetickog potpisa u
slu¢ajima nedefiniranog razvojnog poremecaja bi se znacajno ubrzao ulazak ove metode u
svakodnevni klinicki rad. Na kraju, bolje poznavanje epigenetickih mehanizama koji dovode do
razvoja neurorazvojnih poremecaja omogucilo bi pristup potencijalnim novim metama za razvoj

lijekova.
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