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nom primenom u svim biomedicinskim i srodnim disciplinama. Osamdesetih godi-
na proslog veka identifikovani su prvi geni odgovorni za monogenske bolesti coveka

PRIMENA NOVE GENERACIJE METODA ZA SEKVENCIRANJE DNK

(NEXT GENERATION SEQUENCING) U RANO] DIJAGNOSTICI
NASLEDNIH POREMECAJA

Ivana Novakovi¢'?, Jasmina Maksi¢!
"Univerzitet u Beogradu — Fakultet za specijalnu edukaciju i rehabilitaciju
*Univerzitet u Beogradu — Medicinski fakultet

U cilju rane dijagnostike i prevencije naslednih poremecaja, proteklih
decenija su na raspolaganju bile razlicite metode. Analize genetickog mate-
rijala su se kretale od klasi¢ne citogeneticke obrade kariotipa radi uoéavanja
numerickih i strukturnih aberacija hromozoma, do najfinijih ispitivanja za
detektuju genskih mutacija na molekularnom nivou. Poslednjih godina ra-
zvijaju se potpuno nove metode za brzu, efikasnu i dostupnu analizu na-
slednog materijala, koje su poznate kao “next generation sequencing” (NGS)
ili nova generacija metoda za sekvenciranje DNK. Ove metode omoguéava-
ju ispitivanje ne samo pojedinacnih gena ili delova gena nego i veceg broja
segmenata, sve do kompletne nasledne osnove tj. ¢itavog genoma coveka.
Primena ovakvog pristupa dovodi do prave tihe revolucije u medicinskoj
genetici i disciplinama sa kojima ona saraduje, nagovestavajuéi promenu
u konceptu dijagnostike naslednih poremecaja. U prenatalnoj dijagnostici
NGS je ve¢ nasla primenu u potpuno neinvazivnoj detekciji najéeséih hro-
mozomskih aberacija (Daunov, Edvardsov, Patau sindrom, aberacije polnih
hromozoma) analizom fetalnih Celija prisutnih u krvi majke. Test NIFTY
vec je dostupan i trudnicama u nasoj sredini. U postnatalnom periodu NGS
se koristi za ispitivanje odabranih panela gena, ili, po potrebi, ¢itavog geno-
ma/egzoma, sve sa ciljem $to efikasnije dijagnostike pre svega monogenskih,
ali i oligogenskih i poligenskih bolesti.

Predlaze se ¢ak da analiza kompletnog genoma postane deo neonatal-
nog skriniga, ali za sada to nije prihvaceno. Nesumnjivo je da rezultati NGS
donose veliki napredak medicinsko — genetickoj praksi, ali i radaju nove
eticke dileme u oblasti rane detekcije naslednih poremecaja i intervencije
kod ovih stanja.

Kljucne reci: nasledni premelaji, dijagnostika i intervencija, nove
metode

UvVOD

Poslednje decenije obeleZene su burnim razvojem molekularne genetike, i nje-
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(cisti¢na fibroza, DiSenova misi¢na distrofija) i razvijena je metoda PCR (lancana
reakcija polimerizacije DNK), kao i automatsko sekvenciranje metodom po Sangeru.
To je bio uvod u devedese godine, koje su obeleZene realizacijom Projekta genoma ¢o-
veka, kao do sada najveceg internacionalnog nau¢nog projekta. Sa poc¢etkom novog
milenijuma objavljena je prvakompletna verzija humanog genoma, i dobijni podaci
su potom povezani sa brojnim fizioloskim karakteristikama i patoloskim stanjima
kod ¢oveka. Danas znamo za vise od 4000 gena koji su odgovorni za pojedine mo-
nogenske poremecaje (poremecajiuslovljeni mutacijom u jednom genu), a za ve¢inu
od njih postoje razvijeni testovi ze prenatalnu ili postnatalnu dijagnostiku. U oblasti
poligenskih tj. multifaktorskih poremecaja, koji nastaju u sadejstvu nasledne osnove
i spoljasnjih ¢inilaca, intenzivno se proucavaju geneti¢ki markeri podloZznosti, sa ide-
jom rane identifikacije rizika i prevencije poremecaja. Narastaju¢a znanja iziskujui
nove metode za analizu naslednog materijala. Osnovni zahtev je da te metode budu
tehnicki i ekonomski dostupne $to Sirem krugu zainteresovanih, a da sa druge strane
obezbede integrativno sagledavanje velikog broja gena i njihovih medusobnih inte-
rakcija (Novakovi¢ et al., 2013).

Upravo na toj ideji zapoceo je razvoj nove generacije metoda za sekvenciranje
DNK, poznatih kao “next generation sequencing” (NGS). Generalno, sekvencira-
njem se odreduje primarna struktura tj. tacan redosled nukleotida u molekulu DNK.
Gotovo cetiri decenije koristi se pomenuta metoda sekvenciranja po Sangeru, koja se
odlikuje izvarednom preciznos$¢u, ali se moze primeniti na segmene DNXK realativ-
no male duzine (ispod 1000bp). To je ¢ini pogodnom za analizu pojedina¢nih gena
ili delova gena, ali ne i ve¢ih celina nasledne osnove. Imaju¢i u vidu da je veli¢ina
humanog genoma tri milijarde baznih parova, njegovo sekvenciranje za pojedinu
osobu bi potrajalo mesecima.Nove metode se zasnivaju na ideji o paralelnom sekven-
ciranju velikog broja segmenata DNK (masovno paralelno sekvenciranje) i potom bi-
oinformati¢kom povezivanju dobijenih podataka. NGS ne bi bo mogu¢ bez izuzetno
razvijene tehnicke i informtic¢ke podrske. Upravo se obilje generisanih informacija
pokazalo kao jedno od glavnih potencijalnih ,uskih grla® ali i izazova ove metodo-
logije (Schuster, 2008). Tokom proteklih nekoliko godina vi$e kompanija je ponudilo
platforme za NGS, koje se zasnivaju na razli¢itim idejama i biohemijskim principi-
ma. Neki od aparata koji su trenutnoaktuelni su Ion Torrent (Life sci. Technology),
HiSeqi MiSeq (Illumina), ali je trzi$te izuzetno dinamic¢no i Zivo. Napomenucemo da
su medu pionirima NGS pristupa eminentni i svetski priznati molekularni biolozi R.
Drmanac i R. Crkvenjakov, obojica potekli sa Beogradskog univerziteta.

Principi primene NGS metodologije u medicinskoj genetici

Korak po korak doslo se do granice snova, da je moguce sekvenciranje jednog
humanog genoma uraditi za par dana, po ceni nizoj od 5000 evra. U meduvremenu
razvili su se razli¢iti pravci primene NGS. Pored analize ¢itavog genoma, predla-
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ze se i analiza samo protein-kodirajucih regiona, tj. egzoma. Buduci da egzom ¢ini
svega 1% nase nasledne osnove, ovakav pristup se ¢ini racionalnim i opravdanim u
mnogim sluc¢ajevima (Rabbani et al., 2014). Razvijene su i baterije za istovremeno se-
kvenciranje odredenog seta gena — tzv. genski paneli. Paneli mogu da budu koncipi-
rani $ire ili uZe, prema problematici tj. prema difrencijalno dijagnosti¢ckim opcijama.
Poslednjih meseci afirmisao se panel koji sadrzi 4813 gena, tj.sve gene koji su sada
direktno povezani sa oredenim klini¢kim feotipovima (,,klini¢ki egzom®).

NGS i monogenski poremecaji

Metodologija NGS omogucava analizu gena za koje se ve¢ zna da su odgovorni za
pojedine monogenske bolesti, aliiidentifikaciju novih odgovornih genainjihovih mu-
tacija. Za svaku promenu detekovanu NGS metodom neophodna je potvrda klasi¢nim
sekvenciranjem po Sangeru, ali je procenat lazno pozitivnih nalaza izuzetno nizak.
Jedan od dobrih primera primene NGS su poremecaji sluha, koji su u 50-60% slu-
¢ajeva geneticki uslovljeni. Kod nesindromske gluvoée nasledivanje je uglavnom
autozomno recesivno (80% porodica), i mada mutacije nace$¢e pogadaju gene za
koneksin 26 i koneksin 30, poznato je vise od 60 odgovornih gena. Sindromska glu-
voca postoji u okviru vise od 400 sindroma, od kojih je naj¢es$¢i Penderton sindrom.
Objavljen je veci broj radova sa rezultatima sekvenciranja ¢itavog egzoma u porodi-
cana sa gluvo¢om, i do sada jeovom metodom identifikovano vise od 15 novih gena
kako za sindromske tako i za nesindromske slu¢ajeve (Rabbani et al., 2014). U jed-
nom istrazivanju su analizirani egzomi 20 porodica sa autozomno recesivnom glu-
voc¢om koje su bile negativne na koneksin 26 mutacije. Kod 12 porodica nadeno je 12
retkih homozigotnih mutacija u drugim genima, §to je potvrdilo opravdanost ovog
pristupa (Diaz-Horta et al., 2012). Oblast mentalne retardacije je takode veliko polje
za primenu NGS. Pored detekcije mutacija u ve¢ poznatim genima i kod sindromskih
i kod nesindromskihformi, sekvenciranje celog egzoma je dovelo do identifikacije
oko 25 novih odgovornih gena (Rabbani et al., 2014).

Navescemo i sopstveno iskustvo u analizi ¢itavog genoma kod porodice iz Srbije
sa idiopatskom kalcifikacijom bazalnih ganglija (IKBG, Farov sindrom). Zahvalju-
ju¢i medunarodnoj saradnji, kod nase porodice i kod jo$ 5 porodica iz razli¢itih re-
giona sveta otkrivene su mutacije u genu za trombocitni faktor rasta (PDGFB), koji
do tada nije povezivan sa IKBG. Funkcionalne analize genske ekspresije su potvrdile
ulogu PDGFB u patogenezi bolesti (Keller et al, 2013).

NGS i hromozomske aberacije

Na izgled neocdekivano, NGS metodologija je nasla primenu i u detekciji hromo-
zomskih aberacija. Ve¢ je postala realnost prenatalna detekcija hromozomskih abe-
racija analizom fetalnih ¢elija koje su prisutne u krvi majke. Metoda NGS omoguca-
va otkrivanje naj¢e$¢ih hromozomskih aberacija (trizomija 21, 18 i 13, aneuploidije
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polnih hromozoma) ovom potpuno neinvazivnom metodom. Komercijalnim testovi
kao sto je NIFTY dostupni su trudnicama i u nasoj sredini, sa napomenom da se
sama analiza vrsi u inostranim centrima. Rezultat se dobija u roku od 10-ak dana, a
analize se (za sada) u nasoj zemlji placaju. Objavljena su iskustva preko 900 prena-
talnih dijagnostika koje su uradene pararelno NIFTY testom i klasi¢cnom kariotipi-
zacijom nakon amniocenteze (Jiang et al., 2012). Za trizomije autozoma senzitivnost
NIFTY testa je bila 100% a specifi¢nost 99,9%, a za aneuploidije polnih hromozoma
senzitivnost je iznosila 85,7% a specifi¢nost 99,9%. U detekciji trizomije hromozoma
211 13 postignuto je apsolutno poklapanje NIFTY i standardne metode, dok su na-
deni pojedina¢ni lazno pozitivni nalazi trizomije 18 i lazno negativne monozomije
X hromozoma. U svakom slu¢aju, pozitivan nalaz NIFTY testa mora da se potvrdi
klasi¢énom analizom kariotipa. Takode, napominjemo da NIFTY nije u potpunosti
pouzdan kod viseplodnih trudnoca.

ZAKLJUCAK

Nesumnjivo je da rezultati NGS donose veliki napredak medicinsko — genetickoj
praksi, ali i radaju nove eticke dileme u oblasti rane detekcije naslednih poremecaja i
intervencije kod ovih stanja. Predlaze se ¢ak da analiza kompletnog genoma postane
deo neonatalnog skriniga, ali za sada to nije prihvaceno.
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IMPLEMENTATION OF THE NEXT GENERATION SEQUENCING (NGS)
METHODS IN EARLY DIAGNOSIS OF HERITABLE DISEASES

Summary

In order to early diagnostics and prevention of hereditary disorders, past decades
have been brought different methods. Analysis of genetic material ranged from
classical cytogentic karyotype analysis for processing numerical and structural
chromosomalaberratios, by most sophisticated examination of manor gene mutation
on molecular level. In recent years develop completely new methods for rapid, efficient
and publicly available analysis of inheritance material, that are known as the “next”
button generation sequencing” (NGS). These methods allow for examination not only
individual genes or parts of genes but also a larger number of segments, all up to complete
inherited basis i.e. the entire human genome research. Implementation of this approach
leads to genuine silent revolution in medical genetics and disciplines with which it co-
operate, suggesting a change in the concept of heritage disorders diagnosing. In prenatal
diagnostics NGS has already found application in completely noninvsive detection
of chromosomal aberrations (Down, Edwards, Patau syndrome, sex chromosomes
aberration) by analysis of fetal cells present in mother’s blood. Such tests (i.e. NIFTY)
are already available and for pregnant women in our country. In postnatal period NGS
is used for the examination of selected genes by gene panels, or, if necessary, the entire
genome/exome research, all with the aim as efficient diagnostics primarily monogenic,
but oligogenic and polygenic diseases also. It is proposed that the analysis of even
complete genome become part of neonatal screening, but for now it is not accepted yet. It
is undeniable that the results of NGS make a great progress in medical — genetic practice,
but gained new ethical dilemmas in the field of early detection of hereditary disorders
and intervention in these situations.

Key words: hereditary disorders, diagnosis and intervention, new methods
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