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Predgovor

Proslo je 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture molekula DNK. Od tog momenta molekularna bio-
logija se razvija neverovatnom brzinom. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ u svakom poglavlju pokazuju
fascinantne domete koje dostiZze molekularna biologija naseg vremena. | Nobelove nagrade se skoro svake
godine dodeljuju za postignuca iz ove naucne discipline. A nasi molekularni biolozi drze korak sa modernim
trendovima. Jedan od autora ovog Zbornika govori :,Bez sumnje, ono 3to je otkrice elektrona bilo za 20. vek
to su otkri¢a genomike za 21. vek.” Autori,,Trendova u molekularnoj biologiji 3“ ni najmanje ne sumnjaju u to.

Ove godine TMB3 prati i suplement, Knjiga apstrakata Drugog kongresa molekularnih biologa Srbije
(CoMB0S2). Pod pokroviteljstvom Srpskog drustva za molekularnu biologiju, Beograd je bio 2023. godine
mesto susretanja molekularnih biologa Srbije, regiona i Evrope. Doprinos Kongresu, koji su obelezila inspi-
rativna predavanja i inovativne naucne ideje, dali su svi molekularni biolozi Srbije. Formula uspesnosti i ovde
je bila aktuelna:

»Svi za jednog, jedan za svi!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tredi broj Trendova u molekularnoj biologiji predstavlja nastavak dobre prakse prikazivanja najboljih
naucnih radova mladih istraziva¢a Republike Srbije u oblasti molekularne biologije, kao i najznacajnijih ot-
krica i metodoloskih pomaka u ovoj oblasti. Osim ovog glavnog cilja, Trendovi ne zaboravljaju znacajne go-
didnjice i podsecanja na najznacajnija dostignuca i prekretnice u razvoju molekularne biologije. Tako je u
ovom tre¢em broju prikazan jedan od temeljnih radova u ovoj oblasti - 70 godina od otkri¢a sekundarne
strukture DNK. Radovi koji su obelezili proslu godinu i koji su ovde prikazani odnose se na proucavanje ge-
noma starih humanih populacija i evolucije (Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu 2022), a metodo-
loski pomak je sekvenciranje dugih fragmenata DNK.

Trendovi u molekularnoj biologiji 3 svojim sadrzajem u potpunosti su opravdali naziv koji nose - pri-
kazani radovi su tematski aktuelni, inspirativni i veoma znacajni u nau¢nom i Sirem drustvenom smislu. Ova
publikacija predstavlja svojevrsni presek stanja u molekularnoj biologiji u Srbiji i deo je napora da se prate
trendovi i drzi korak sa molekularnom biologijom u svetu. Zbog znacaja koji ima, nadam se da ¢e se trend
objavljivanja Trendova nastaviti i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,

Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Tematski zbornik,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 je treci broj u nizu izdanja koje ima za cilj da pri-
kaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u prethodnoj go-
dini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 12 predstavljaju revijske radove proizasle iz doktorskih disertacija
mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti molekularne biolo-
gije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 6 poglavlja su prikazi aktuelnih tema iz mo-
lekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je posveceno
jubileju, sedamdesetogodisnjici od otkri¢a strukture molekula DNK, momentu kad je molekularna biologija
krupim koracima krenula ka budu¢nosti, u kojoj je uz ITK tehnologije postala vodeca nauka.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. To je, ocigledno,

najznacajnija tema za nase istrazivace koji se bave molekularnom biologijom. Tu su i 3 poglavlja iz oblasti
farmakogenomike, koja predstavlja najnoviji trend u medicini — personalizovana (precizna) medicina. Ova
3 rada svedoce o tome da nasi naucnici prate najnovija stremljenja u medicini. Posebno treba istaci dopri-
nos mladih istraZivaca iz grupe medicinskih fakulteta ovom izdanju. Cak ¢etvoro istraziva¢a sa Medicinskog
fakulteta i jedan sa Stomatoloskog fakulteta su prilozili poglavlja nastala iz njihovih doktorskih disertacija.
Ovo pokazuje da medicina u Srbiji prati svetske trendove. Ovaj broj Tematskog zbornika svedodii o tome
da su znacajna postignu¢a molekularnih biologa u Srbiji donela napredak nasoj medicini.
Prva dva broja Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1 i 2” su dozivela veliko interesova-
nje.Imala su i svoju promociju na Sajmu knjiga. Interesovanje autora da objave svoje rezultate u tematskom
zborniku ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 govori da je ovaj tip publikacije nedostajao nasoj nau¢noj
zajednici.

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovi¢, redovni profesor,

Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ sadrzi prikaze nekih od najznacajnijih tema u
molekularnoj biologiji, pocev od ovogodisnjeg jubileja - 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture mole-
kula DNK, preko odabira aktuelnosti koje su obeleZile prethodnu godinu u svetu, do naucnih rezulatata iz
ove oblasti koje su ostvarili istrazivaci iz Srbije. U okviru Aktuelnih tema, sumirani su rezultati istrazivanja iz
oblasti fiziologije i medicine za koje je u 2022. godini dodeljena Nobelova nagrada, a odnose se na geno-
miku starih humanih populacija i evoluciju. Takode, dat je i prikaz metode sekvenciranja dugih fragmenata,
koja je po ¢asopisu Nature Methods odabrana za metodu 2022. godine. Preostale teme su iz oblasti kojima
se bave istrazivaci iz Srbije, a koje ukljucuju istrazivanja iz biomedicine, farmakogenomike, kao i moleku-
larne biologije biljaka. Vazno je istaci da su mladi doktori nauka aktivno uc¢estvovali uizradi ovog Zbornika,
tako da 12 poglavlja u okviru navedenih oblasti predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija odbranjenih u prethodnoj godini.

Znacajno je da se ovaj Tematski zbornik objavljuje ve¢ tre¢u godinu za redom, kao i to da su u njego-
voj realizaciji ove godine ucestvovali istrazivaci iz razli¢itih nau¢nih instituta (3) i fakulteta (3) Univerziteta u
Beogradu. Ove ¢injenice ohrabruju, ukazujuci da u nasoj zemlji postoji kontinuitet u istrazivanjima u mole-
kularnoj biologiji koja su aktuelna u svetu, uz to da su dobijeni rezultati iz ove oblasti dostupni i $iroj ja-
vnosti na maternjem jeziku. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3” je tematski zbornik u kome su objedinjeni
rezultati fundamentalnih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji, iz te-
matskih oblasti koje su prepoznate i aktuelne u svetu.

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

Univerzitet u Beogradu
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Sadasnjost i buduénost primene sekvenciranja nove generacije
za retke bolesti

Maja Stojiljkovi¢ i Jovana Komazec
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo, Univerzitet u Beogradu
Kontakt: maja.stojiljkovic@imgge.bg.ac.rs

Apstrakt

Svaka bolest ¢ija je u¢estalost manja od 1 u 2000 ljudi definise se kao retka bolest. Iz tog razloga, broj ret-
kih bolesti je veliki. Do sada je opisano preko 6000 razli¢itih retkih bolesti. Preko 80% retkih bolestiima ge-
neticku osnovu i to je razlog zasto su znanja iz molekularne biologije od neprocenjivog znacaja za
istrazivanje molekularne osnove retkih bolesti, postavljanje ta¢ne dijagnoze i razvoj inovativnih terapeu-
tika. Cilj ovog rada je da objasni vaznost otkrivanja molekularno-geneti¢ke osnove retkih bolesti i da pri-
kaze desetogodisnje iskustvo primene sekvenciranja nove generacije u Srbiji (2014.-2023.) u tu svrhu. U
prethodnom periodu za istrazivanje retkih bolesti koris¢eni su sekvenciranje klinickog egzoma, sekvenci-
ranje kompletnog egzoma i sekvenciranje kompletnog genoma. Takode, date su i perspektive za budu¢-
nost gde ¢e genomika biti kompletirana tehnologijom sekvenciranja dugackih fragmenata i
komplementirana upotrebom transkriptomike, proteomike, metabolomike i drugih ,omika“.

Kljucne reci: retke bolesti, sekvenciranje nove generacije, sekvenciranje klinickog egzoma, sekvenciranje
kompletnog egzoma, sekvenciranje kompletnog genoma, geneticke varijante



Present and future of next-generation sequencing application
for rare diseases

Maja Stojiljkovi¢ and Jovana Komazec
Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering, University of Belgrade
Correspondence: maja.stojiljkovic@imgge.bg.ac.rs

Abstract

Any disease found in less than 1 person out of 2000 people is defined as a rare disease. For this reason, the
number of rare diseases is high. Over 6,000 different rare diseases have been described so far. More than
80% of rare diseases have a genetic basis, and this is the reason why knowledge of molecular biology is in-
valuable for research into the molecular basis of rare diseases, establishing an accurate diagnosis and de-
veloping innovative therapeutics. The aim of this paper is to explain the importance of discovering the
molecular genetic basis of rare diseases and to present the ten-year experience of applying new genera-
tion sequencing in Serbia (2014-2023) for this purpose. During this period, clinical exome sequencing,
complete exome sequencing and complete genome sequencing were used for research of rare diseases.
In the future, it is expected that genomics, which until now was based mainly on the technology of short-
read fragments, will be broaden with the long-reads sequencing technology, and complemented by the
use of transcriptomics, proteomics, metabolomics and other omics.

Keywords: rare diseases, next generation sequencing, clinical exome sequencing, whole exome sequen-
cing, whole genome sequencing, genetic variants
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Retke bolesti i vaznost postavljanja dijagnoze

Svaka bolest ¢ija je uc¢estalost manja od 1 u 2000 ljudi definise se kao retka bolest. Iz tog razloga, broj
retkih bolesti je veliki. Do sada je opisano preko 6000 razlicitih retkih bolesti i taj broj se iz godine u godinu
povecava [1]. Povecanje broja opisanih retkih bolesti ne znaci da je doslo do nastanka novih retkih bolesti,
vec da su nova znanja iz medicine, kao i razvoj preciznijih dijagnosti¢kih metoda omogucili bolju stratifika-
ciju ve¢ opisanih bolesti kao i dijagnostiku onih bolesti za koje prethodno nije bilo moguce uspostaviti di-
jagnozu.

Velika vecina tih medusobno razlicitih bolesti, koje se samo na osnovu svoje ucestalosti svrstavaju u
retke, ipak imaju nesto zajednicko. Smatra se da oko 80% retkih bolesti ima monogensku geneti¢ku osnovu.
To je upravo i razlog zasto su znanja iz molekularne genetike od neprocenjivog znacaja za istrazivanje mo-
lekularne osnove retkih bolesti, postavljanje ta¢ne dijagnoze i identifikaciju novih meta koje ¢e posluziti
kao osnov za razvoj inovativnih terapeutika.

Pojedinacne retke bolesti su retke, ali su oboleli od retkih bolesti brojni. Broj obolelih od retkih bolesti
u Evropi se procenjuje na 30 miliona, a u celom svetu na 330 miliona [2]. Procenjuje se da 6-8% populacije
u toku Zivota razvije neku retku bolest. Na osnovu takvih procena, smatra se da bi u Srbiji moglo biti regi-
strovano izedu 300 000 i 500 000 osoba sa nekom retkom boles¢u (Slika 1).

Medutim, previse Cesto se deSava da se do dijagnoze retke bolesti dolazi nakon dugog niza godina,
mnogobrojnih poseta lekarima i brojnih dijagnosti¢kih pregleda. Ovaj proces koji se naziva i,dijagnosticka
odiseja” zavisi od specifi¢nosti fenotipa i uzrasta pacijenta, kao i dostupnosti dijagnosti¢kih metoda i ekspe-
rata. Zato je glavni cilj Internacionalnog konzorcijuma za istrazivanje retkih bolesti (eng. International Rare
Diseases Research Consortium, IRDIiRC) da se svim ljudima koji Zive sa nekom retkom boles¢u omogudi tacna
dijagnoza, nega i postojeca terapija pre nego sto se navrsi godinu dana od kako su prvi put posetili lekara
[3]. Ujedinjene Nacije su u decembru 2021. godine usvojile rezoluciju u kojoj prepoznaju znacaj problema
osoba obolelih od retkih bolesti uz poruku da,niko ne sme biti zaboravljen” [4]. U decembru 2022. godine
zavrsen je prvi nacionalni Program za retke bolesti koji je kao prioritet stavio poboljsanje dijagnostike i le-
¢enja za sve osobe sa naslednim retkim bolestima (S/. glasnik RS, broj 30/18) [5]. Prema podacima iz ovog Pro-
grama, u Srbiji svega 10.3% osoba sa retkom bole$¢u dobije ta¢nu dijagnozu u toku prve godine od pojave
prvih simptoma, 19.6% u toku prve 3 godine, dok ¢ak 70.1% osoba na dijagnozu ¢eka duze od 3 godine ili
je nikada ne dobije. Prema tim podacima, prosecno vreme do postavljanja dijagnoze retke bolesti u Srbiji
iznosi 7 godina. Ovo vreme je duze od vremena koje je za postavljanje dijagnoze retke bolesti potrebno u
zemljama Evropske Unije, a koje prema podacima Eurordis-a (eng. EURORDIS-Rare Diseases Europe, EUROR-
DIS) iznosi 4.1 godinu [6].

Najtacnija dijagnoza genetickih retkih bolesti se postavlja geneti¢kim testiranjem. Medutim, dugi niz go-
dina je primena geneti¢kog testiranja u dijagnosti¢ke svrhe bila sputana malim kapacitetom Sangerovog
DNK sekvenciranja, kao i visokim troskovima ove metode. Testiranje je u praksi radeno za one monogenske
bolesti za koje se na osnovu klini¢kih manifestacija i/ili biohemijskih i drugih testova mogao odabrati ciljani
geneticki test, ciljana analiza jednog gena ili najcesc¢ih genetickih varijanti primenom Sangerovog DNK se-
kvenciranja i metoda baziranih na PCR-u.

Primer bolesti za koju je na osnovu biohemijskog testiranja sa velikom verovatno¢om moguce odrediti
gen-uzroc¢nik je fenilketonurija [7]. Za fenilketonuriju je u vecini razvijenih zemalja, pocevsi od 60-tih go-
dina proslog veka, uspostavljen novorodenacki skrining koji se bazira na biohemijskom odredivanju nivoa
fenilalanina u krvi novorodenceta, a u Srbiji se ovaj skrining sprovodi od 1983. godine [8-10]. Kod 98% beba



kod kojih se na novorodenackom biohemijskom skriningu utvrdi hiperfenilalaninemija, geneti¢kim testira-
njem ce biti pronadene patogene geneticke varijante u genu za fenilalanin hidroksilazu. Medutim, u 2%
slu¢ajeva ispitanici bi ostajali bez dijagnoze, jer sem defekta enzima fenilalanin hidroksilaze, do hiperfeni-
lalaninemije dovode i defekti u enzimima odgovornim za biosintezu (GTP cklohidrolaza | i 6-piruvoil-
tetrahidropterin sintaza) i regeneraciju (pterin-4a-karbinolamin dehidrogenaza 1 i dihidropteridin reduktaza)
tetrahidrobiopterina, kofaktora fenilalanin hidroksilaze [11]. U takvim slu¢ajevima bilo bi neophodno raditi
dodatne biohemijske testove (ukoliko su oni uopste dostupni u odrednoj zemlji) ili sprovoditi geneti¢ko te-
stiranje dodatnih gena (GCH1, QDPR, PCBD1i PTS), sve dok se ne detektuju uzro¢ne geneticke varijante. Ovo
je primer da ¢ak i u slu¢ajevima u kojima je proces testiranja jasan i jednoznacan, mali broj pacijenata bi
ipak prolazio kroz dijagnosticku odiseju. Mnogo veci problem i duze traganje za ta¢cnom dijagnozom prati
one bolesti za koje ne postoje specifi¢ni biohemijski ili drugi testovi koji bi opredelili ciljano geneticko te-
stiranje, zatim bolesti koje imaju heterogenu geneti¢ku osnovu, bolesti kod kojih postoji fenotipsko pre-
klapanje, kao i bolesti kod kojih se prvo javljaju nespecifi¢ni simptomi na osnovu kojih se ne moze odabrati
odgovarajudi geneticki test.

Sem toga, iako je za monogenske bolesti karakteristicno da varijante u jednom odredenom genu do-
vode do odredene bolesti, situacija je u nekim slu¢ajevima kompleksnija. Na primer, u slucaju propionske
acidemije koja je uzrokovana deficijencijom dimernog enzima propionil-CoA karboksilaze, uzrok bolesti
treba traziti u jednom od dva gena (PCCA i PCCB) sa kojih se sintetiSu 2 enzimske subjedinice [12]. Situacija
u kojoj su dva ili vise gena odgovorni za odredeni fenotip oznacava se kao geneticka heterogenost. Nasu-
prot tome, ¢ak u preko 30% bolesti koje su registrovane na OMIM-u (eng. Online Mendelian Inheritance in
Man, OMIM), razli¢ite geneticke varijante koje se nalaze u razli¢itim regionima istog gena mogu biti pove-
zane sa razli¢itim bolestima/stanjima i to prateci razlicite tipove nasledivanja [13]. Primer za to su varijante
u LMNA genu koje su povezane sa 11 fenotipova sa preklapaju¢im karakteristikama (fenotipska heteroge-
nost) [14].

Sekvenciranje nove generacije

Masovno paralelno sekvenciranje ili takozvano sekvenciranje nove generacije (eng. Next generation se-
quencing, NGS) je u potpunosti transformisalo dijagnostiku retkih bolesti. Zahvaljujudi velikom kapacitetu
ove metode, kao i smanjenju troskova, moguce je istovremeno sekvenciranje velikog broja gena i time skra-
¢ivanje vremena do postavljanja ta¢ne dijagnoze. U zavisnosti od potreba, koriste se razliciti genski paneli,
kao i sekvenciranje kompletnog egzoma (eng. Whole egzome sequencing, WES) ili sekvenciranje celog ge-
noma (eng. Whole genome sequencing, WGS). Jedan od najc¢es¢e koris¢enih, komercijalno dostupnih panela
je onaj koji ukljucuje 4813 klini¢ki relevantnih gena, poznat pod nazivom ,klini¢ki egzom” (TruSight One
Gene Panel, lllumina). Dok se primenom sekvenciranja klinickog egzoma identifikuje oko 10 000 genetickih
varijanti koje su razli¢ite u odnosu na humani referentni genom, sekvenciranjem kompletnog egzoma se
identifikuje oko 500 000, a sekvenciranjem kompletnog genoma preko 3,2 miliona genetickih varijanti. Zbog
kompleksnosti interpretacije velikog broja varijanti, sekvenciranje klinickog egzoma i kompletnog egzoma
su i dalje opcije koje se koriste u rutinskoj dijagnostici, dok je sekvenciranje kompletnog genoma rezervi-
sano za slu¢ajeve koji metodama manjeg opsega nisu bili uspesno reseni.

S obzirom na to da je genomika veoma dinami¢no polje u kome se neprekidno poboljsavaju bioinfor-
maticki algoritmi, a baze podataka pune novim podacima, veoma je vazno vrsiti periodi¢nu re-analizu po-
dataka dobijenih masivnim paralelnim sekvenciranjem, pogotovu u slu¢aju pojave novih specifi¢nih
simptoma kod obolele osobe [15].
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Desetogodisnje iskustvo primene sekvenciranja nove generacije u Srbiji (2014.-2023.)

U Srbiji je sekvencianje nove generacije u svrhu istrazivanja i otkrivanja molekularno-geneticke osnove
kod pacijenata obolelih od retkih bolesti otpocelo 2014. godine, i to primenom panela za klini¢ki egzom. Se-
kvenciranje klinickog egzoma izvrseno je kod preko 1500 bolesnika kod kojih je postojala sumnja da bolest
ima geneticku osnovu. Sekvence kodiraju¢ih egzona i egzon-intron granica 4813 klinicki relevantnih gena
su dobijene koris¢enjem TruSight One panela i uporedene sa sekvencom referentnog humanog genoma
(hg19) kao 5to je prethodno opisano [16-19]. Ova analiza iskljucuje detekciju varijanti u promotorskim i in-
tronskim regionima, detekciju velikih delecija i duplikacija tj. detekciju varijacija u broju ponovaka (eng.
Copy number variation, CNV), kao i detekciju ekspanzije kratkih i dugackih tandemskih ponovaka. Bioinfor-
maticki fajlovi (FASTQ, BAM i VCF) se generisu na samoj masini (MiSeq, NextSeq 550, NextSeq 2000, Illu-
mina). Prilikom interpretacije bioinformatickih fajlova, koristi se softwer za anotaciju i prioritizaciju
detektovanih varijanti (npr. Variant Interpreter, lllumina). S obzirom na to da se trazi uzrok retke bolesti,
tokom analize se odbacuju geneticke varijante koje su u bazama podataka zdravih punoletnih ispitanika
(GnomAD i 1000 Genomes, itd) prisutne sa u¢estalo$¢u vecom od 1%. Preostale retke varijante se dalje ana-
liziraju uzimajudi u obzir njihov efekat na protein, kao i odgovaraju¢i model nasledivanja za svaki gen. Ge-
neticke varijante od interesa se na osnovu in silico, in vitro i in vivo dokaza klasifikuju prema pravilima
Americ¢kog koledZa za medicinsku genetiku i genomiku i Udruzenja za molekularnu patologiju (eng. Ame-
rican College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology, ACMG) kao pa-
togene, verovatno patogene, varijante neodredenog znacaja, verovatno benigne i benigne varijante [20].
Varijante neodredenog znacaja (eng. Variants of uncertain significance, VUS) za koje ne postoji dovoljno do-
kaza da budu klasifikovane kao patogene / verovatno patogene ili benigne / verovatno benigne se dalje
klasifikuju prema verovatnodi da u buducnosti budu klasifikovane kao patogene [21]. Praksa koja je trenu-
tno ustaljena je da se patogene, verovatno patogene, i varijante neodredenog znacaja koje imaju verovat-
nocu >50% da u buducnosti budu okarakterisane kao patogene mogu smatrati varijantama uzroc¢nicima
bolesti, dok se VUS varijante sa <50% kao i verovatno benigne i benigne varijante ne mogu smatrati uzro¢-
nicima bolesti.

Osim naucne literature, osnovni resursi koji olak3avaju povezivanje gena sa klinickim manifestacijama
bolesti su OMIM i ORPHANET [1,13]. U ovim otvorenim bazama nalaze se podaci o nacinu nasledivanja, kao
i pregled detalja klinickih manifestacija za svaku bolest. Dodatni zna¢aj ORPHANET-a je 5to je razvio no-
menklaturu i enciklopediju koja ukljucuje sve opisane retke bolesti i koja je u tom aspektu bogatija i de-
taljnija od trenutno vaze¢e Medunarodne Klasifikacije Bolesti, MKB-11 (eng. International classification of
diseases 11th Revision, ICD-11) [22]. Sem ova dva resursa, Ontologija ljudskog fenotipa (eng. Human Pheno-
type Ontology, HPO) je koristan resurs za sistematizaciju i univerzalno koris¢enje termina koji se odnose na
opis fenotipskih karakteristika [23].

Dok je ta¢na sekvenca referentnog humanog genoma neophodna za identifikaciju i pravilnu anotaciju
svih varijanti u analiziranom uzorku, baze podataka koje sadrze podatke o ucestalosti varijanti kod zdravih
osoba (1000 Genome Project, GnomAD exome, GhomAD genome) su klju¢ne kako bi se izdvojile retke va-
rijante, one varijante cija je ucestalost manja od 1% u zdravoj populaciji [24,25].

Ogroman znacaj za pravilnu funkcionalnu interpretaciju retkih varijanti imaju baze podataka koje sa-
kupljaju informacije o fenotipskom efektu varijanti (ClinVar, LOVD i druge) [26,27]. Ove baze su dragoceni
otvoreni resursi, jer omogucavaju da se dokazi o identifikaciji iste varijante kod obolelih osoba, ma gde na
svetu da se nalaze, prikupljaju na jednom centralnom mestu. Jo$ jedna znacajna ali komercijalna baza po-
dataka je ,Human Gene Mutation Database” (HGMD) koja sadrzi informacije o publikacijama u kojima je ge-



neti¢ka varijanta opisana, bilo da se radi o kohortama pacijenata, pojedina¢nim prikazima slucaja ili fun-
cionalnim in vitro studijama [28]. Sli¢nu ulogu ima i Mastermind pretrazivac koji je osmisljen da olaksa pre-
trazivanje literature koja sadrzi geneti¢ke podatke [29].

Postoji veliki broj in silico kompjuterskih programa koji olak3avaju predikciju efekta tackastih varijanti
koje dovode do aminokiselinske zamene, kao i varijanti koje dovode do nepravilnog iskrajanja introna
(CADD, GERP, Mutation Assessor, MutPred2, PolyPhen-2, REVEL, SIFT, i druge) [30-36]. Sem toga, korisni su
i alati u kojima se procenjuje konzerviranost aminokiselinske sekvence poredenjem razlicitih vrsta kicme-
njaka (npr. Clustal Omega) [37]. Takode, trodimenzionalni modeli proteina koji nose aminokiselinsku za-
menu ili malu deleciju/inserciju mogu se napraviti koris¢enjem AlphaFold algoritma, Phyre2 web portalaili
Swiss-Pdb Viewer-a [38-40]. Ovi alati zahtevaju da se Sifra za odredeni protein nade u proteinskim bazama
podataka kako bi se teorijski proteinski model (po mogudéstvu humani) upotrebio za dalje modeliranje i pre-
dikciju efekta varijante. Na ovaj nacin moguce je vizuelizovati promenu u strukturi polipeptidnog lanca
(uspostavljanje ili ukidanje vodoni¢nih veza, posttranslacionih modifikacija, itd.) [12,41].

Izuzetno vazan i koristan dokaz kojim se utvrduje efekat geneticke varijante na protein dobija se iz raz-
licitih in vitro eseja u kojima se odreduju stabilnost proteina, sklonost ka degradaciji, rezidualna enzimska
aktivnost kao i potencijal da se na defekt utice upotrebom farmakoloskih saperona [12,42,43].

Uzevsi sve u obzir, moZe se zakljuciti da su vazni faktori koji uti¢u na postizanje visokog stepena de-
tekcije varijanti pazljiva interpretacija svake varijante u kontekstu klinickog fenotipa pacijenta i uzimanje u
obzir svih dostupnih podataka iz literatura kako bi i geni koji su nedavno povezani sa odredenim fenoti-
pom bili uzeti u obzir. Sem toga, pokazano je da se istovremenom analizom deteta i oba roditelja (trijada) i
do deset puta smanjuje broj genetickih varijanti koje treba interpretirati [44] i duplira dijagnosticka efikas-
nost u odnosu na situaciju u kojoj se geneticka analiza radi samo za dete [45]. Ukoliko ne postoji moguénost
istovremene analize deteta i oba roditelja, naknadna segregaciona analiza kojom se utvrduje dali je varijanta
kod deteta nastala de novo, ili da li se dve varijante identifikovane kod deteta nalaze na razli¢itim hromo-
zomima, takode ima veliki znacaj za finalnu potvrdu dijagnoze.

Od 2022, u Srbiji je otpocela i primena sekvenciranja kompletnog egzoma i kompletnog genoma u
svrhu genotipizacije pacijenata obolelih od retkih bolesti. Vremenom, kako cena kompletnog egzoma bude
opadala, a bioinformaticki alati za analizu budu dostupniji, o¢ekivano je da ¢e analiza klinickog egzoma u
potpunosti biti zamenjena analizom kompletnog egzoma i kompletnog genoma.

Perspektive za buduénost

Sekvenciranje nove generacije je tehnologija koja napreduje izuzetno brzo. Na trzistu su dostupne plat-
forme koje funkcionisu po razli¢itim principima (/llumina, BGI Genomics, Oxford Nanopore Technologies, Pa-
cific Biosciencies) [46-49], konstantno se uvode novi instrumenti sa pove¢anim kapacitetom i kvalitetom,
kao i hemija koja ¢e imati bolje performanse i biti pogodnija za transport i rad u raznovrsnim uslovima. Sve
ove promene dovode do potrebe laboratorija da se konstantno prilagodavaju novim uslovima kako bi za-
drzale visok kvalitet analize i obezbedile visoku senzitivnost i specificnost dobijenih rezultata. Preduslov za
visoku senzitivnost (minimalizovanje lazno negativnih rezultata) je potpuna i uniformna pokrivenost svih re-
giona koji se sekvenciraju, bilo da se radi o panelu gena, egzomu ili genomu. Potrebno je da svaki nukleo-
tid bude sekvenciran, i to najmanje 20 puta. Problem su visoko repetitivni, kao i GC bogati regioni koji su
tradicionalno komplikovani za sekvenciranje. Visoka specifi¢nost (minimalizovanje lazno pozitivnih rezultata)
zavisi od preciznosti procesa amplifikacije DNK i veca je kada se ne koristi PCR amplifikacija. Specifi¢ni pro-
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blemi prate i identifikaciju insercija i delecija, identifikaciju tackastih varijanti u regionima bogatim ponov-
cimaiili u regionima koji imaju nisku pokrivenost [50]. Takode, tacna identifikacija varijanti u genima za koje
postoje visoko homologni pseudogeni takode predstavlja izazov za bioinformati¢ku analizu.

Sekvenciranje kompletnog egzoma je superiornija analiza u odnosu na klinicki egzom jer podrazumeva
analizu svih, a ne samo klinicki relevantnih gena. Sem toga, velika prednost kompletnog egzoma u odnosu
na klinicki egzom je mogu¢nost detekcije CNV [51,52]. Analiza CNV se pre svega preporucuje u slucaju ne-
urorazvojnih oboljenja i/ili multiplih kongenitalnih anomalija, kao i za fetuse sa strukturnim anomalijama pri-
mecenim u toku ultrazvu¢nih pregleda [53]. Vec¢ina CNV su retke i jedinstvene sto komplikuje razumevanje
njihovog efekta na razvoj bolesti. Nedavno su date preporuke koje imaju za cilj da omoguce konzistentnu
i pravilnu interpretaciju CNV [53].

Ogranic¢enja koja su inherentna sekvenciranju kompletnog egzoma, ne-uniformna pokrivenost svih eg-
zona, GC bogatih regiona, posledica su specificnosti proba koje se koriste za izdvajanje protein-kodirajucih
regiona [54]. Sekvenciranje kompletnog genoma nema ova ograniéenja, pa se postize uniformna pokrive-
nost svih euhromatskih regiona $to otvara velike mogu¢nosti. Zahvaljujuéi tome 5to se vrsi analiza i neko-
dirajucih regiona, moguce je identifikovati duboke intronske varijante, varijante u promotorima i drugim
regulatornim elementima gena koje mogu biti uzro¢nici ili modifikatori bolesti. Sem toga, uniforma pokri-
venost omogucava identifikaciju varijanti u kodiraju¢im regionima koji nisu adekvatno pokriveni egzom-
skom analizom, ali i strukturnih varijanti (delecije, duplikacije, insercije, inverzije, translokacije i drugi
kompleksni rearanzmani veli¢ine preko 50bp) [55], i kratkih tandemskih ponovaka (eng. Short tandem re-
peats, STR) dugih 1-6 bp i ponovljenih veci broj puta [56]. Ekspanzija kratkih tandemskih ponovaka je uzrok
nekih retkih bolesti (Fragilni X sindrom, Fridrihova ataksija, Hantingtonova bolest, amiotofi¢na lateralna
skleroza, itd.), pa mogucénost da se ekspanzije kratkih tandemskih ponovaka detektuju NGS metodama omo-
gucava da ne moraju da se rade dodatne komplementarne metode kao sto je mikroerej [57]. Upravo zbog
mogucnosti da se razliciti tipovi varijanti (tackaste varijante, male insercije/delecije, velike insercije/dele-
cije, ekspanzije ponovaka i strukturne varijante) koje se nalaze u razli¢itim regionima (protein-kodiraju¢im
i nekodirajuc¢im) detektuju jednim jedinstvenim genetic¢kim testom, sekvenciranje kompletnog genoma je
omogucilo postavljanje dijagnoze kod pacijenata kod kojih je sekvenciranje kompletnog egzoma bilo ne-
uspesno [58]. Medutim, zbog i dalje visokih troSkova sekvenciranja kompletnog genoma, koli¢ine poda-
taka koju treba analizirati (preko 3,2 miliona varijanti), kolicine podataka koju treba skladistiti, kao i
nedovoljne razvijenosti bioinformatickih alata za prioritizaciju velikog broja varijanti, sekvenciranje kom-
pletnog genoma u ovom momentu nije spremno da postane rutinska dijagnosti¢cka metoda. Jedan od kon-
kretnih problema za Siru primenu sekvenciranja kompletnog genoma je interpretacija efekta varijanti u
nekodirajuc¢im regionima, kao i velikih kompleksnih varijanti [59], drugim re¢ima mogucnost da se proceni
efekat detektovanih varijanti na nastajanje odredenog fenotipa.

lako je veoma moéna metoda, sekvenciranjem kompletnog genoma koje se bazira na sekvenciranju
kratkih fragmenata DNK (eng. Short-read sequencing), nije moguce identifikovati velike kompleksne struk-
turne varijanate i ekspanzije dugih tandemskih ponovaka (eng. Long tandem repeats, LTR) [60]. Ovo ograni-
¢enje je posledica toga $to se prilikom bioinformaticke obrade, fragmenti duZine 100-300bp moraju svrstati
na odredeno mesto u genomu pa velike strukturne varijante i ekspanzije dugih ponovaka ne mogu biti pre-
poznate. Varijante ovog tipa mogu se detektovati jedino sekvenciranjem koje je bazirano na sekvenciranju
dugackih fragmenata (eng. Long-read sequencing) kod kojih je svrstavanje fragmenata na odredeno mesto
u genomu umnogome olaksano velikom duzinom fragmenata. Takode, na ovaj nac¢in moguce je precizno
odrediti tacke prekida kod kompleksnih rearanzmana. Prvu platformu za sekvenciranje dugackih fragmenata



razvio je Oxford Nanopore Technologies [61], a zatim su usledili Pacific Bioisciencies [62], a od nedavno i lllu-
mina.Vec su opisani brojni slucajevi otkrivanja molekularno-geneticke osnove geneticke retke bolesti kod
pacijenata kod kojih su sve prethodne metode sekvenciranja bile neuspesne [63].

Sem sekvenciranja DNK, sekvenciranje iRNK (kodirajudi transkriptom), ima zna¢ajnu ulogu u otkrivanju
molekularne osnove retkih bolesti kod pacijenata kod kojih su sekvenciranje egzoma/genoma bili neinfor-
mativni [64]. Fresard i saradnici su prijavili da sekvenciranje kompletne kodirajuce iRNK podize dijagnosti-
¢ku uspesnost za i do 34% ukazujuci da bi ovu vrstu analize trebalo uraditi kao komplementarnu metodu
ukoliko predhodno uradeni egzom/genom nisu doveli do postavljanja dijagnoze [65,66]. Medutim, u slu¢aju
sekvenciranja iRNK mora se uzeti u obzir da nisu sve iRNK eksprimirane u svim tkivima, niti su eksprimirane
sve u svakom trenutku. To predstavlja oteZavajucu okolnost jer moZe da zahteva biopsiju odredenih tkiva
(misica, jetre itd.).

Podaci koji se dobijaju sekvenciranjem iRNK mogu se analizirati na vise nacina, a to su diferencijalna ana-
liza ekspresije, analiza nepravilnog iskrajanja introna, alel-specifi¢na ekspresija i analiza strukturnih varijanti
[67]. Sem toga, sekvenciranje iRNK primenom sekvenciranja dugackih fragmenata uvodi novu dimenziju, a
to je detekcija razlicitih izoformi, kao i produkata genskih fuzija [68]. Moguénost identifikacije razlicitih izo-
formi je posebno vazna kod kompleksnih gena i genskih familija.

Pored transkriptomike, i druge tehnologije, kao $to su epigenomika, proteomika ili metabolomika,
mogu da obezbede komplementarne podatke sekvenciranju egzoma/genoma i tako doprinesu postavlja-
nju dijagnoze retke bolesti ili razjaSnjavanju molekularnih mehanizama njenog nastanka. Kombinovanje
podataka dobijenih primenom razli¢itih ,omika“, omogucava bolje razumevanje efekta pojedina¢nih vari-
janti na ekspresiju ili metilaciju gena, na proteinske mreZze ili metabolizam tkiva. Koja od navedenih ,omika”
¢e komplementirati neiformativno DNK sekvenciranje zavisi¢e na prvom mestu od fenotipa pacijenta. Za
neke retke bolesti (npr. Rubinstein-Taybi) jedini nacin za postavljanje dijagnoze je analiza metilacionog pro-
fila [69]. Kod urodenih bolesti metabolizma, metabolomika moze imati klju¢nu ulogu za razumevanje me-
hanizma bolesti, pogotovo kada je geneticka varijanta detektovana u genu ¢ija uloga nije dovoljno istrazena
[70]. Proteomika daje direktnu informaciju o deficijenciji proteina, bilo da se radi o njegovoj sintezi, njego-
voj stabilnosti, ili povec¢anoj podloZnosti degradaciji. Proteomska analiza ukazuje na proteinsku mrezu koja
je pogodenai u Cijem je centru aberantni protein. U nekim slu¢ajevim rezultati dobijeni iz razli¢itih ,omika“
mogu da ukazu na defekt koji nije identifikovan prethodnim sekvenciranjem egzoma/genoma, i da se tek
ponovnom reanalizom/re-sekvenciranjem dobije potvrda postojanja geneticke varijante u odgovaraju¢em
genu, varijante koja prvobitnom analizom nije bila detektovana usled greske ili metodoloskog ograni¢enja
[71].

Zakljucak

Razvoj tehni¢kih mogucnosti ¢e i u buduénosti pomerati granice identifikacije genetickih varijanti koje
su uzrocnici monogenskih bolesti. Detekcija varijante koja je uzro¢nik bolesti je neprocenjiva za obolelu
osobu i njenu porodicu. Medutim saznanje koja geneticka varijanta dovodi do bolesti je naj¢es¢e nedo-
voljno za potpuno razumevanje molekularne patofiziologije bolesti. Neophodno je i¢i u dalja istrazivanja i
utvrditi promene u ¢elijskim procesima na nivou RNK, proteina i metabolita. Takva detaljna istrazivanja su
klju¢na za potpuno razumevanje molekularnih karakteristika bolesti. Nova znanja o geneti¢ckom uzroku bo-
lesti, kao i procesima koji su poremeceni u okviru ¢elije su neophodna baza za razvoj novih ideja koje ¢e kroz
translaciona istrazivanja dovesti do inovativnih lekova i ultimativho omoguciti leCenje retkih bolesti.
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Napomena: Ovaj rad je podrzan projektom Ministarstva nauke, tehnoloskog razvoja i inovacija Repu-

blike Srbije (451-03-47/2023-01/ 200042). Rad je rezultat nauc¢ne aktivnosti Centra za geneticku dijagno-
stiku retkih bolesti IMGGI.
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