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Predgovor

Uspostaviti tradiciju je mnogo teZe nego realizovati inicijativu. Pokazalo se da je prvi broj tematskog
zbornika Trendovi u molekularnoj biologiji 1 pobudio interesovanje nau¢ne zajednice u Srbiji, tako da
drugi broj nije bilo tesko sastaviti. Broj poglavlja u tematskom zborniku Trendovi u molekularnoj biologiji 2
je premasio ocekivanja. Kao da je Tematski zbornik simboli¢no postao - Ko je ko u molekularnoj biologiji u
Srbiji. | ponovo se pokazalo da se naucnici u nasoj zemlji bave aktuelnim istraziva¢kim temama i aktivno
doprinose napretku molekularne biologije na mnogim poljima. | mladi molekularni biolozi su prikazom
svojih doktorskih teza pokazali da prate svetske trendove i savremene naucne pristupe.

Posebnost ovog broja je $to se objavljuje u vreme kada obelezavamo jubilej, pedesetogodisnjicu Beo-
gradske Skole molekularne biologije, o ¢emu svedoci tekst u kome je prikazan put razvoja programa za mo-
lekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Pre viSe godina na jednom nau¢nom skupu se govorilo o tome kako saznanja iz molekularne biologije
prozimaju sve naucne oblasti koje se bave Zivim organizmima i kako se moze predvideti da ¢e njena primena
obeleZiti novi vek. Iz auditorijuma je stigao komentar:,Proci ¢e i vase”. Vreme svedodi da je era molekularne

biologije tek pocela.

| $ta éemo sad?”

Sonja Pavlovi¢
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Drugi broj tematskog zbornika ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” predstavlja nastavak prikazivanja
i objavljivanja najznacajnijih nau¢nih radova proisteklih iz doktorskih disertacija mladih nauc¢nika Srbije,
kao i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih u svetu u oblasti molekularne biologije, u protekloj godini,
u kojima su nasi nau¢nici dali svoj doprinos. U ovom broju, prikazano je 18 nau¢nih radova, od kojih je 12 iz
oblasti biomedicine, koji su posveéeni rezultatima ostvarenim u oblasti molekularne biologije retkih bolesti,
tumora i centralnog nervnog sistema. Ovi rezultati su od ogromnog znacaja za unapredenje dijagnostike i
terapije bolesti.

Rezultati koje su nasi naucnici ostvarili u oblasti molekularne biologije biljaka prikazani su kroz tri rada,
a akcenat u njima je na mogucnosti primene tih rezultata u oblasti ekologije, hortikulture i unapredenja
zdravlja ljudi (potraga za ekoloski prihvatljivim bioherbicidima, modifikacija boje cveta, bioloska aktivnost
prirodnih supstanci).

Dva rada su posvecena naprednim metodama u oblasti molekularne biologije i prikazana su u poseb-
nom poglavlju, sto smatram veoma vaznim.

Posebno bih istakla poglavlje u kojem je prikazan jedan od najznacajnijih naucnih rezultata u svetu u
protekloj godini (otkice receptora za temperaturu i dodir), za koji je dodeljena Nobelova nagrada za
fiziologiju i medicinu 2021. godine. Uvodno poglavlje ovog tematskog zbornika posveceno je znacajnom
jubileju — pedesetogodisnjici Beogradske skole molekularne biologije, i u njemu je prikazan razvojni put
studijskog programa Molekularna biologija i fiziologija na Univerzitetu u Beogradu - Bioloskom fakultetu.

Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” nastavlja svoju misiju nau¢ne avangarde za-
pocetu proslogodisnjim brojem. Prikazivanjem najkvalitetnijih i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih
u oblasti molekularne biologije u protekloj godini u kojima su nasi mladi nau¢nici dali svoj ogromni dopri-
nos, prenose se informacije Sirem krugu istraZivaca i zaposlenih u razlic¢itim oblastima (medicina, farmacija,
poljoprivreda), ¢ime se otvaraju mogucnosti za saradnju, a samim tim za primenu rezultata, kao i za nova
istrazivanja.

Svojom koncepcijom i odabirom radova ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ prate napredak u oblasti
molekularne biologije i ne samo da prenose najznacajnije nauc¢ne rezultate, vec i inspirisu i podsti¢u nova
istraZivanja i Sire interesovanje za ovu veoma znacajnu naucnu oblast. Ovaj zbornik opravdava svoj naziv i
nadam se da ¢e se nastaviti trend njegovog objavljivanja i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Monografija/Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ je drugi broj u nizu izdanja koje ima
za cilj da prikaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u
prethodnoj godini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 8 predstavlja revijske radove proizasle iz doktorskih
disertacija mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti moleku-
larne biologije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 7 poglavlja su prikazi aktuelnih
tema iz molekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je
posveceno jubileju, pedesetogodisnjici Beogradske Skole molekularne biologije, u kome je prikazan put
razvoja programa za molekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Posebno je znaca-
jno poglavlje u kome je prikazan doprinos nasih istraZivaca u oblasti kojoj je dodeljena Nobelova nagrada
iz medicine za 2021. godinu (receptori za temperaturu i dodir).

Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno veliki. Danas su u klini¢koj
praksi u svetu mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno je znaca-
jno Sto je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujudi i velikim naporima molekularnih bio-
loga u nasoj zemlji. Ovaj Tematski zbornik je svedocanstvo o znacajnim postignu¢ima molekularnih biologa
u Srbiji koji su doneli napredak nasoj medicini i drugim nauénim oblastima.

Monografija/Zbornik je izuzetno zanimljivo koncipiran sa sadrzajem koji je na visokom nau¢nom nivou
bez molekularne biologije. Primeri primenljivosti rezultata istrazivanja u praksi (medicinskoj i drugima) je
poseban kvalitet ovog Zbornika.

Prvi broj Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1“ je doziveo veliko interesovanje. In-
teresovanje autora da objave svoj doprinos svetskoj nauci u broju 2 govori da je ovakav sadrzaj bio neopho-
dan nasoj nau¢noj javnosti. Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buduénost, jer je
napredak medicine i drugih oblasti (biotehnologija, poljoprivreda, farmacija) nemoguce zamisliti bez novih
dostignu¢a molekularne biologije

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovié, redovni profesor,
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ sadrzi nau¢ne rezultate koji su prepoznati na
svetskom nivou, a koje su istrazivaci iz Srbije ostvarili u prethodnoj godini iz ove oblasti. Zbornik je sacinjen
od 18 poglavlja, preglednih radova, grupisanih u pet celina. Prva celina je posveéena vaznom jubileju,
pedesetogodisnjici osnivanja Beogradske skole molekularne biologije na Bioloskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, dok druga sadrzi prikaz rezultata nasih istrazivaca iz oblasti fiziologije i medicine za koju je u
2021. godini dodeljena Nobelova nagrada. Najvedi broj poglavlja je u okviru treée celine koja se bavi bio-
medicinom i to molekularnom biologijom retkih bolesti, tumora i centralnog nervnog sistema. Preostale
dve celine su posvecene molekularnoj biologiji biljaka i naprednim metodama molekularne biologije. Vazno
je istaci da su mladi doktori nauka aktivno ucestvovali u izradi ovog Zbornika, tako da 8 poglavlja u okviru
biomedicine i molekularne biologije biljaka predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk. Najpre, ve¢ drugu godinu za redom se objavljuju najrelevantnija
saznanja iz navedenih oblasti koja su proizasla iz rada istrazivaca iz Srbije i dostupna su $iroj javnosti na
maternjem jeziku. Takode, svoje radove su napisali istrazivaci iz razli¢itih naucnih instituta (5) i fakulteta (5)
iz Srbije, $to ohrabruje da ¢e se u nasoj zemlji i dalje nastaviti sa istrazivanjima u molekularnoj biologiji koja
su aktuelna u svetu.

~Trendovi u molekularnoj biologiji 2 je Tematski zbornik u kome su objedinjeni rezultati fundamental-
nih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji u prethodnoj godini.
Kori$¢enjem najnovijih metodoloskih pristupa u ovoj oblasti, ali i bioinformatickih i drugih softverskih alata,
postignut je znacajan napredak u dijagnozi i primeni novih strategija leCenja mnogih bolesti, forenzickim
analizama, razvoju novih lekova. Ovaj sveobuhvatni prikaz istraZivanja, koja se aktivno sprovode u nau¢nim
institutima i na fakultetima u Srbiji, doprinosi saznanjima o znacaju koji molekularna biologija ima kako u
humanoj i veterinarskoj medicini, poljoprivredi, farmaciji, tako i u razvoju biotehnologije, o¢uvanju zivotne
sredine i biodiverziteta.

Poseban doprinos Zbornika se ogleda u tome $to se u njemu nalaze aktuelni podaci o dostupnosti
navedenih savremenih metodologija, ¢ime se otvaraju realne mogucnosti za uspostavljanje novih saradniji
medu istrazivac¢ima, kao i u uspostavljanju inter- i multi-disciplinarnosti i daljem razvoju nauke u Srbiji.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu



Novi uvid u genetiku naslednih perifernih neuropatija

Milica Keckarevi¢ Markovi¢, Miljana Kecmanovi¢, Dusan Keckarevi¢

Univerzitet u Beogradu - Bioloski fakultet, Katedra za biohemiju i molekularnu biologiju,
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Apstrakt

Nasledne periferne neuropatije cini klini¢ki i geneticki heterogena grupa bolesti uzrokovanih akso-
nalnom degeneracijom motornih i senzornih neurona perifernog nervnog sistema. Odlikuju se izrazi-
tom alelskom i lokusnom heterogenoscu, a do danas je sa ovom grupom bolesti asocirano vise od 1000
mutacija u preko 100 gena. Koris¢enjem klasi¢nih metoda geneticke dijagnostike najveci broj uzro¢nih
mutacija identifikovan je u 4 gena: PMP22, GJB1, MFN2 i MPZ. Najucestaliji tip, CMT1A, uzrokovan je du-
plikacijom 1,5 Mb u regionu hromozoma 17p11.2 i ¢ini oko 50% svih naslednih perifernih neuropatija.
Ovom duplikacijom obuhvacen je gen PMP22 koji kodira protein mijelinskog omotaca. Recipro¢na dele-
Cija ovog regiona asocirana je sa blagom naslednom neuropatijom. Geni GJB1, MFN2 i MPZ se karakte-
risu Sirokim spektrom mutacija, a populacione specifi¢nosti u vidu znac¢ajnih odstupanja u
zastupljenosti pojedinih mutacija se mogu objasniti efektom osnivaca.

Upotrebom masivnog paralelnog sekvenciranja omogucen je napredak u genetickoj dijagnostici
ovih bolesti koji se pre svega ogleda u otkri¢u novih gena, kao i u otkri¢u novih mutacija u genima odra-
nije asociranim sa ovim, ali i sa drugim neuroloskim i misi¢nim bolestima. Pri tome, verovatnoca za otkri-
vanje uzro¢ne mutacije korelise sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom, prisustvom endogamije, ranim
pocetkom i demijeliniraju¢im oblikom bolesti. Takode, kod nekih bolesnika je identifikovano i prisustvo
strukturnih varijacija koje ne obuhvataju do sada poznate uzroke naslednih perifernih neuropatija, kod
kojih je patomehanizam nastanka bolesti i dalje nepoznat.

Kljucne reci: Nasledne periferne neuropatije, masivno paralelno sekvenciranje, strukturne varijacije
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Genetics of inherited peripheral neuropathies: renewed data

Milica Keckarevi¢ Markovi¢, Miljana Kecmanovi¢, Dusan Keckarevi¢

University of Belgrade - Faculty of Biology, Department of Biochemistry and Molecular Biology,
Center for Forensic and Applied Molecular Genetics

Correspondence: milica@bio.bg.ac.rs

Abstract

Inherited peripheral neuropathies (IPN) comprise a clinicaly and geneticaly heterogenous group of
disorders caused by axonal degeneration of motor and sensory nerves of peripheral nervous system. So
far, more than 1000 mutations in more then 100 genes has been found to be associated with IPN. Using
standard molecular-genetic diagnostics, vast number of mutations was identified in following genes:
PMP22, GJB1, MFN2 and MPZ. The most frequent, CMT1A, is caused by 1,5 Mbp duplication of 17p11.2
and represents aproximatelly 50% of all IPN. The duplication includes myelin sheet protein gene PMP22,
whereas reciprocal deletion is associated with a mild hereditary neuropathy termed HNPP. GJB1, MFN2
and MPZ genes harbour various mutations, whose frequencies vary between populations. Significant
differences of individual mutation frequencies could be mostly explained by founder effect.

Massive parallel sequencing methodologies (MPS) brought new discoveries. First of all, new genes
were found to be associated with IPN. Then, new mutations in well-known genes previously associated
with IPN, but also with other neurological and muscular disorders, were found to be disease-causing.
Also, some patients were found to carry structural variants involving regions not previously associated
with IPN, with pathomechanism of the disease yet to be resolved. Generally, a positive genetic diagnosis
was more likely to be reached in cases with positive history of neuropathy and consanguinity, early
onset and/or demyelinating neuropathy.

Keywords: Inherited peripheral neuropathy, massive parallel sequencing, structural variants



Periferne neuropatije ¢ini heterogena grupa bolesti uzrokovanih aksonalnom degeneracijom motornih i
senzornih nerava perifernog nervnog sistema. Karakterisu se progresivnim gubitkom funkcije perifernih
nerava, pri ¢emu zahvacenost i obim gubitka funkcije pozitivno koreliSu sa njihovom duzinom. Periferne
neuropatije se medusobno razlikuju po etiologiji, patomehanizmu i klinickoj slici. U zavisnosti od uzroka,
mogu se podeliti na ste¢ene (eng. Acquired Peripheral Neuropathy, APN) i nasledne periferne neuropatije
(eng. Inherited Peripheral Neuropathy, IPN). Ste¢ene neuropatije se mogu javiti kao posledica dejstva toksina,
ukljucujuci toksi¢no dejstvo lekova, ili mehanickih povreda, kao i sekundarno, usled metaboli¢kih pore-
mecaja (dijabetes), nedostataka u ishrani, infekcija i zapaljenskih procesa [1-3]. Nasledne periferne neu-
ropatije su geneticki uzrokovane [3, 4]. One se odlikuju izrazitom alelskom i lokusnom heterogenoscu i do
danas je sa ovom grupom bolesti asocirano vise od 1000 mutacija u preko 100 gena [5-7]. Po tipu nerava za-
hvacéenih degeneracijom, u okviru IPN se mogu razlikovati sledeci entiteti: nasledne motorne i senzorne
neuropatije (eng. Hereditary Motor and Sensory Neuropathy, HMSN) ili Sarko-Mari-Tut-ova bolest (eng. Char-
cot-Marie-Tooth disease, CMT) kada su zahvaceni i motorni i senzorni neuroni perifernog nervnog sistema,
nasledne motorne neuropatije (eng. Hereditary Motor Neuropathy, HMN) uzrokovane predominantnom de-
generacijom motornih neurona i nasledne senzorne neuropatije i neuropatije autononomnog nervnog sis-
tema (eng. Hereditary Sensory and Autonomic Neuropathy; HSAN) koje obuhvataju neuropatije uzrokovane
aksonalnom degeneracijom senzornih i/ili visceralnih nerava. Dalja klasifikacija IPN podrazumeva elek-
trofizioloske kriterijume, pa se u okviru CMT razlikuju demijeliniraju¢a forma CMT u okviru koje je najcesca
CMT tip 1 (CMT1), koja se odlikuje smanjenjem brzine nervne provodljivosti (eng. Nerve Conduction Velocity,
NCV), a povezana je sa poremecajima u mijelinaciji vlakana perifernog nervnog sistema, i aksonalna
forma CMT u okviru koje je najzastupljenija CMT tip 2 (CMT2), kod koje su o¢uvane brzine nervne
provodljivosti, ali su po pravilu smanjeni intenziteti akcionih potencijala, a kao posledica smanjenog broja
funkcionalnih aksona u okviru nervnog vlakna. Kao grani¢na vrednost koristi se brzina nervne provodljivosti
motorne komponente (eng. Motor Nerve Conduction Velocity, MNCV) nerva medianus koja iznosi 38 m/s [8,
9]. Intermedijerna forma bolesti se odlikuje brzinama nervne provodljivosti izmedu 25 i 45 m/s, i, iako se
Cesto preklapa sa tipovima CMT1 i CMT2, moze pomodi u usmeravanju geneticke dijagnostike bolesti [10,
11]. Normalne vrednosti brzina nervne provodljivosti variraju izmedu 51 i 65 m/s. Dalja klasifikacija se vrsi
prema tipu nasledivanja i genu uzro¢niku. Nasledne periferne neuropatije su progresivne bolesti, i ¢esto na
samom pocetku nisu prisutni znaci ili simptomi na osnovu kojih bi moglo preciznije da se odredi o kojoj
formi bolesti se radi. Sa druge strane, smanjenje brzina nervne provodljivosti je prisutno na samom pocetku
i predstavlja neprogresivnu komponentu, $to je ¢ini pouzdanim dijagnosti¢kim kriterijumom u svim fazama
bolesti. Nasledne periferne neuropatije se mogu javiti izdvojeno, ili kao deo neke multisistemske bolesti ili
sindroma. Cesto se javljaju zajedno sa ataksijom ili spazmom, a postoji i preklapanje u geneti¢koj osnovi sa
spinocerebelarnim ataksijama (SCA) i naslednim spasti¢nim paraparezama (eng. Hereditary Spastic Para-
paresis, HSP) [12-15].

lako se CMT cesto mogu jasno podeliti na demijeliniraju¢u i aksonalnu formu, klini¢ka prezentacija
bolesti je posledica aksonalne degeneracije, koja u najve¢em broju slu¢ajeva primarno zahvata duza, a
zatim i kra¢a nervna vlakna. Bolest se javlja u detinjstvu ili adolescenciji. Usled degeneracije perifernih
nerava dolazi do simetri¢ne, sporoprogredirajuce atrofije distalne muskulature nogu i stopala, i u vecini
slucajeva konacno zahvata i muskulaturu ruku. Takode su prisutni gubitak osetljivosti, smanjeni ili
ugaseni duboki tetivni refleksi i deformiteti stopala i ruku, kao sto je pes cavus [10]. Vreme pojave bolesti,
brzina progresije, kao i tezina klinicke slike pokazuju veliku unutar- i medu-familijarnu varijabilnost [16].
Sveprisutnost aksonalne degeneracije neurona perifernog nervnog sistema i korelacija nivoa degene-
racije sa duzinom zahvacéenih vlakana ukazuje na to da poremecaj u aksonalnom transportu organela i/ili
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metabolita moZe biti zajedni¢ki patomehanizam velikog broja demijelinirajucih i aksonalnih formi
bolesti, bez obzira na primarni defekt [17, 18, 19].

Demijeliniraju¢e CMT predstavljaju najces¢u formu naslednih perifernih neuropatija, a autozomno - domi-
nantna forma ove bolesti (CMT1) zastupljena je kod vise od 60% pacijenata sa naslednim motornim i sen-
zornim neuropatijama [20]. Najveci broj CMT1 pacijenata nosi mutaciju u nekom od gena za proteine
mijelina. Aksoni nervnih vlakana perifernog nervnog sistema sekvencijalno su obmotani viseslojnom struk-
turom koju formiraju celije glije (Svanove celije) i koja formira mijelinski omotac. Izmedu delova obmotanih
mijelinskim omotacem nalaze se Ranvijeova suzenja, regioni aksona u kojima se evocira akcioni potencijal.
Na ovaj nacin, mijelizovana nervna vlakna imaju vece brzine provodenja nervnog impulsa u odnosu na ne-
mijelizovana, $to je od posebnog znacaja za dugacke aksone. Pored uticaja na brzinu nervne provodljivosti,
mijelinski omotac ima zastitnu ulogu, a posreduje i u signalizaciji i razmeni metabolita izmedu aksona i
Svanovih ¢elija [21]. U izgradnji mijelinskog omotaca uc¢estvuju periferni protein mijelina 22 (eng. Peripheral
Myelin Protein 22, PMP22), mijelin protein nula ili protein 0 (eng. Myelin Protein Zero/Protein 0, MPZ/P0) i male
promene u ekspresiji gena PMP22 i MPZ/P0O dovode do poremecaja u razvoju i/ili odrzavanju mijelinskog
omotaca [22, 23, 24]. CMT1X se odlikuje X vezanim nasledivanjem i uzrokovana je mutacijama u genu GJB1
koji kodira protein pukotinaste veze 3-1/koneksin 32 (eng. Gap Junction Protein 3-1/Connexin 32, GJB1/Cx32).
Od CMT1 i CMT2 razlikuje se, pre svega, po genetickoj osnovi. Brzina nervne provodljivosti kod pacijenata
muskog pola krece se izmedu 30 i 40 m/s, dok se kod pacijentkinja kre¢e izmedu 30 i 50 m/s [25]. Patohis-
toloskom analizom uzoraka perifernih nerava pacijenata sa klinickom dijagnozom CMT1X detektuje se ak-
sonalna atrofija i regeneracija i minimalna de- i re-mijelinacija [26]. Cx32 se nalazi u paranodalnim regionima
mijelinskog omotac¢a (neposredno uz Ranvijeova suzenja) u regionu nekompaktnog mijelina i u Smit-Lan-
termanovim ostrvcima [27], u¢estvujudi u unutarcelijskim pukotinastim vezama i omogucavajuci brz trans-
fer malih molekula radijalno kroz mijelinski omota¢ [28, 29]. Kod razli¢itih CMT, ukljucuju¢i CMT1A
(duplikacija PMP22), CMT1E (mutacije u PMP22) i CMT1B (mutacije u MPZ), bilo zbog prevelike ekspresije, bilo
zbog promene u aminokiselinskoj sekvenci, formiraju se proteinski agregati koji doprinose patogenezi bo-
lesti. Nagomilavanje proteinskih agregata u endopazmati¢nom retikulumu po pravilu pokrecu celijski od-
govor na pogresno spakovane proteine (eng. Unfolded Protein Response, UPR) koji povlaci povec¢anu sintezu
Saperona proteina, smanjenje nivoa translacije i povecanu proteozomalnu degradaciju. lako je u pitanju
adaptivni mehanizam, UPR moze znacajno da utice na funkcionalnost ¢elije, a kona¢no da dovede i do apop-
toze [30-38]. Nemogucénost Svanove elije da odrzi homeostazu i obezbedi adekvatnu komunikaciju sa akso-
nom posledi¢no dovodi do klini¢ki prepoznatljive aksonalne degeneracije [39].

Aksonalne forme CMT (CMT2) uglavnom su uzrokovane mutacijama u genima ciji proteinski produkti uce-
stvuju u formiranju citoskeleta i ¢elijskom transportu (ukljucujuci aksonalni), mitohondrijalnoj dinamici, ko-
munikaciji izmedu organela, kao i translaciji koja se odigrava duz razlic¢itih delova aksona. Ovi geni su Siroko
eksprimirani, ali zbog posebnih energetskih zahteva i osetljivosti (posebno dugackih, aksona), po pravilu do-
vode do periferne neuropatije, ne zahvatajuci druge sisteme organa, kao ni centralni nervni sistem [40].
Aksonalni transport je energetski zahtevan visoko regulisan proces kojim se transportuju organele i meta-
boliti, translaciona masinerija, informacione RNK i signalni molekuli duz aksonalnih mikrotubula [41]. Tran-
sport mitohondrija duz aksona, kao i visoko regulisana mitohondrijalna dinamika koja uklju¢uje adekvatno
pozicioniranje mitohondrija u regione aksona sa povecanim energetskim potrebama, medusobne interak-
cije, spajanje i odvajanje mitohondrija, interakcije sa drugim organelama (endoplazmati¢ni retikulum, kasni
endozomi, lizozomi) su od vitalnog znacaja za odrzavanje strukture i funkcije aksona [19, 40]. Mitofuzin 2
(eng. Mitofusin 2, MFN2) lociran u spoljasnjoj mitohondrijalnoj membrani, ué¢estvuje u interakcijama izmedu



mitohondrija, fuziji, kao i njihovom transportu. Uglavhom dominantne, ali i recesivne, mutacije u genu za
mitofuzin 2 su najéesci uzrok CMT2, koje su odgovorne za oko 20% aksonalnih neuopatija, i oko 90 % teskih
oblika bolesti [42-45]. Posebnu grupu aksonalnih CMT ¢ine bolesti uzrokovane mutacijama u aminoacil-t-
RNK sintetazama (ARS). Posle inicijalnog otkri¢a dominantne mutacije u genu za glicil-ARS (GARS) [46], kao
uzroci dominantnih CMT2 identifikovane su mutacije u genima za razli¢ite aminoacil-t-RNK sintetaze (ala-
nin(A)-ARS, histidin(H)-ARS, lizin(K)-ARS, metionin(M)-ARS, triptofan(W)-ARS; tirozin(Y)-ARS) [47-51]. Meha-
nizam kojim ove mutacije dovode do aksonalne degeneracije nije do kraja jasan, ali eksperimenti pokazuju
da nije re¢ o haploinsuficijenciji, ve¢ da se radi o toksi¢cnom efektu mutiranog proteina, koji kona¢no utice
na efikasnost translacije [52].

Koris¢enjem klasi¢nih metoda geneticke dijagnostike najvedi broj mutacija uzro¢nika naslednih perifernih
neuropatija identifikovan je u 4 gena: PMP22, GJB1, MFN2 i MPZ [53, 54]. Najucestaliji tip, CMT1A, uzrokovan
je duplikacijom 1,5 Mb u regionu hromozoma 17p11.2 [55] i ¢ini oko 50% svih IPN [56]. Ovom duplikacijom
obuhvacen je gen PMP22 koji kodira za protein mijelinskog omotaca. Recipro¢na delecija ovog regiona aso-
cirana je sa blagom naslednom neuropatijom (eng. Hereditary Neuropathy with Liability to Pressure Palsies,
HNPP) [57]. Geni GJBT, MFN2 i MPZ se karakterisu Sirokim spektrom mutacija, a populacione specifi¢nosti u
vidu znacajnih odstupanja u zastupljenosti pojedinih mutacija se mogu objasniti efektom osnivaca [58, 59].
Rutinska upotreba metoda masivnog paralelnog sekvenciranja (MPS) dovela je do znacajnog napretka u
genetickoj dijagnostici IPN koji se pre svega ogleda u otkri¢u novih gena asociranih sa bolestima, kao i u
otkri¢u novih mutacija u genima odranije asociranim sa IPN, ali i sa drugim neuroloskim i misi¢nim boles-
tima [6]. | pored novih otkric¢a, tek za 65% CMT pacijenata je identifikovan gen uzro¢nik, od kojih je u 90%
slucajeva to jedan od navedena Cetiri gena [60-62]. OCekivana uspeSnost uspostavljanja geneticke dijag-
noze iznosi vise od 85% za CMT1, 30-40% za nasledne senzorne neuropatije (HSN), 25-30% za CMT2i 15-25%
za nasledne motorne neuropatije (HMN) [61, 62, 63]. Verovatnoca za otkrivanje uzroéne mutacije korelise sa
pozitivnom porodi¢énom anamnezom, prisustvom endogamije, ranim pocetkom i demijeliniraju¢im ob-
likom bolesti [64].

Tradicionalan pristup genetickoj dijagnostici - koji je podrazumevao detaljnu klinicku i elektrofiziolosku
evaluaciju pacijenta, a zatim analizu pojedinacnih gena u skladu sa utvrdenim algoritmima; u poslednje
vreme je, osim u slu¢aju CMT1 (u kom se prvenstveno radi ciljana detekcija duplikacije PMP22 gena), za-
menjen sekvenciranjem nove generacije. Kao metoda prvog izbora u velikom broju laboratorija radi se
sekvenciranje genskih panela koji uklju¢uju analizu gena do sada asociranih sa naslednim perifernim neu-
ropatijama, ali i sa naslednim spasti¢nim paraparezama, spinocerebelarnim ataksijama, miopatijama, kao i
bolestima motoneurona [65-69]. Ovi paneli obuhvataju egzone, granice egzona i introna, ali i druge regione
za koje je pokazano da promena u sekvenci ili broju kopija (eng. Copy Number Variation, CNV) moze uzroko-
vati pojavu neuropatije. To mogu biti razliciti requlatorni regioni kao $to su promotori, 5'i 3’ netranslirajuci
regioni (GJB1) [64, 70], te pojacivaci (PMP22) [71-73]. Simultanom analizom gena asociranih sa neuropatijama
obuhvacen je veliki broj kombinacija fenotipa i gena uzro¢nika, a imajuci u vidu da iste ili razlicite mutacije
u istom genu mogu da dovedu do razlic¢itih prezentacija bolesti, kao i do razli¢itih bolesti. Pa tako, mutacije
u MPZ mogu biti uzro¢nik CMT1, CMT2, intermedijerne forme [74-76], kao i kongenitalnog, posebno teskog
oblika bolesti, poznatijeg kao DezZerin-Sota sindrom (Dejerine-Sottas) [77]. Delecija PMP22, pored HNPP,
mozZe biti asocirana sa klinickom prezentacijom CMT2 [78]. Posledice mutacije u genu za Atlastin GTP-azu 1
(eng. Atlastin GTPase 1, ATL1) se mogu ispoljiti u centralnom nervnom sistemu (CNS) i dovesti do nasledne
spasti¢ne parapareze (HSP), ili uzrokovati perifernu neuropatiju (HSAN) bez zahvacenosti CNS-a [64, 65],
dok mutacije u genu za Dinamin 1 (eng. Dynamin 1, DNM1), pored periferne neuropatije, mogu uzrokovati
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i miopatiju [66], a u genu za Fosfoinozitid 5-fosfatazu (eng. Phosphoinositide 5-Phosphatase, FIG4) bolesti
motoneurona [67, 68]. Takode, pokazano je da razli¢ite mutacije u istom genu mogu biti povezane sa ra-
zli¢itim obrascima nasledivanja (autozomno - dominantno i autozomno - recesivno nasledivanje mutacija
u genima za protein ranog odgovora na rast 2 ili kroks 20 (eng. Early Growth Response-2/Krox 20, EGR2/Krox
20), laki polipeptid proteina neurofilamenta (eng. Neurofilament Protein, Light Chain, NEFL) i za protein in-
dukovan gangliozidom asociran sa diferencijacijom 1 (eng. Ganglioside-Induced Differentiation-Associated
Protein 1, GDAPT1)) [6]. Analizom definisanih genskih panela smanjuje se vreme i obim bioinformaticke po-
drske neophodne za analizu rezultata, a broj utvrdenih varijanti nepoznatog znacaja (eng. Variants of Un-
certain Significance, VUS) je sveden na minimum, kao i moguc¢nost iznenadnih i sekundarnih otkri¢a (eng.
Incidental and Secondary Findings). Na ovaj nacin je pojednostavljena i procedura komunikacije sa pacijen-
tima. Sa druge strane, veliki broj novootkrivenih gena uzroc¢nika IPN je identifikovan upravo analizom ¢i-
tavog egzoma (eng. Whole Exome Sequencing, WES) ili varijantom analize koja ukljucuje klinicki relevantne
gene (analizom klinickog egzoma), a kona¢no i analizama ¢itavog genoma (eng. Whole Genome Sequencing,
WGS). Ovi pristupi su zahtevniji, kako u operativhom tako i u finansijskom smislu, ali omogucavaju identi-
fikaciju novih gena uzro¢nika, a posebno imajuci u vidu Siroku eksprimiranost velikog broja gena asociranih
sa perifernim neuropatijama i sveprisutnost njihovih proteinskih produkata u razli¢itim tkivima i organima.
WGS analize takode omogucavaju identifikaciju potencijalno uzro¢nih regiona i van kodirajuce sekvence. U
zavisnosti od primenjene metode, dobija se u manjem ili ve¢em obimu znacajna koli¢ina informacija i
potrebno je, dodatnim analizama (pretragom literature, pretragom prisustva ucestalosti i fenotipske
prezentacije varijanti u humanim genomima referentnih i drugih populacija, pretragama baza nukleotidnih
sekvenci, in silico analizama mutiranih proteina, dodatnim MPS ili ciljananim analizama genoma roditelja il
analizama pedigrea, analizama transkriptoma i/ ili funkcionalnim analizama) selektovati varijante i odvojiti
potencijalne uzro¢nike bolesti od benignih i verovatno benignih varijanti. Analizom genskih panela, kao i
drugim aplikacijama, znacajan broj dobijenih VUS nukleotidnih varijanti su upravo heterozigotne mutacije
koje dovode do gubitka funkcije (eng. Loss-of-Function, LoF) u genima asociranim sa neuropatijama, a za koje
je predvideno ili ranije potvrdeno da imaju recesivan efekat [64]. Ovakve mutacije ukazuju na moguce pos-
tojanje drugih cis i/ili trans faktora koji bi mogli da dovedu do inaktivacije i druge, naizgled, funkcionalne
kopije gena. U zavisnosti od prethodno primenjene metodologije, to mogu, izmedu ostalog, biti regioni
koji nisu bili obuhvacéeni sekvenciranjem (nekodirajudi regioni kod analiza egzoma), regioni koji iz tehni¢kih
razloga nisu adekvatno pokriveni analizama kao npr. homopolimerni nizovi u koje se po pravilu uvode
greske prilikom priprema biblioteka i regioni bogati G-C parovima koji se slabo amplifikuju lan¢anom reak-
cijom polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) [79]. Takode, standardnim metodama MPS-a koje
uklju¢uju umnozavanje ciljanih regiona PCR-om, te sekvenciranje preklapajucih regiona veli¢ine 150-300 bp,
nije moguce detektovati ili precizno locirati kompleksne strukturne rearanzmane, ¢esto neutralne po broju
kopija, te nedetektabilne i drugim metodama, a koji u pojedinim slu¢ajevima mogu objasniti fenomen ne-
dostatka nasledljivosti (eng. Missing Heritability) [80]. Sa pojavom nove generacije sekvenciranja, posebno
sekvenciranja pojedina¢nih molekula DNK u realnom vremenu (eng. Long-Read High Fidelity (Hi Fi) Single
Molecule, Real-Time (SMRT) sequencing) [81] kojim je omogucena analiza molekula DNK duzine i do nekoliko
desetina hiljada baznih parova, bez umnoZavanja PCR-om i prakti¢no bez gresaka, otvara se moguénost
analize homopolimernih nizova, G-C bogatih sekvenci, a takode i kompleksnih strukturnih varijacija [82].
Region u kome mapira detektovana strukturna varijacija moze obuhvatiti gen ili gene od ranije asocirane
sa perifernim neuropatijama, u kom slucaju se dodatnim analizama moze utvrditi na koji nacin geneticki
rearanZzman utic¢e na ekspresiju gena, te utvrditi genotip-fenotip korelacija. Do danas je opisano nekoliko de-
setina razlicitih strukturnih varijacija kod pacijenata sa naslednim perifernim neuropatijama, od kojih vecina



obuhvata poznate gene — uzro¢nike IPN [83]. Sa druge strane, ukoliko rearanzman ne obuhvata protein -
kodirajuce gene ili analize transkriptoma i funkcionalne analize ne ukazuju na poremecaje u njihovoj ek-
spresiji, patomehanizam nastanka bolesti za sada bi ostao nepoznat, a uzroke treba dalje traZiti i na nivou
promena u arhitekturi hromatina [83].
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