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Molekularna analiza gena MECP2
u bolesnica sa sindromom Rett

Ivona Sansovi¢, Katja Dumi¢ Kubat, Ingeborg Barisic*

Mutacije u genu MECP2, smjestenom na kromosomu Xg28, uzrokuju Rettov sindrom, najces¢i uzrok intelektualnih poteskoca u zena.
Uz klasic¢ni oblik, mutacije u ovom genu kod Zenske djece mogu uzrokovati atipicni Rettov sindrom te blage poteskoce u ucenju. Do
danas je otkriveno vise od 390 patogenih mutacija, a 8 najcescih cini vise od 50% svih mutacija. C-terminalna domena gena je
sklona malim delecijama (20-100 pb) koje Cine oko 7% patogenih mutacija. Pronadene su i velike delecije (kilobazne velicine) koje
brisu cijele egzone, a nalazimo ih u 8% bolesnica s klasicnim i u 3% s atipicnim Rettovim sindromom. Cilj je prikazati novije strategije
molekularnog testiranja gena MECP2 u bolesnica sa sumnjom na Rettov sindrom. Dvosmjerno sekvenciranje cijele kodirajuce regije
gena MECP2 detektira mutacije koje uzrokuju bolest u ~80% bolesnika s klasi¢nim Rettovim sindromom. Ceste mutacije u egzonima
3i4 gena MECP2 ispituju se tehnikama probira osnovanim na PCR-u i sekvenciranjem, a kvantitativnim tehnikama, poput metode
visestrukog umnazanja vezanih sondi, testiraju se veliki rearanzmani. Spektar fenotipova s mutacijama u genu MECP2, osim
klasicnog i atipicnog Rettovog sindroma, obuhvaca i druge neuroloske poremecaje, a u manjem dijelu bolesnika s Rettovim sindro-
mom ne nalazimo mutacije u genu MECP2. Stoga otkrivanje mutacije u MECP2 moZe potvrditi klinicku dijagnozu, ali je ne moze u
potpunostiiskljuciti. Molekularno testiranje pogotovo je vazno u razjasnjavanju dijagnoze atipi¢nih oblika. Strategija molekularnog
ispitivanja Rettovog sindroma: 1. sekvenciranje kodirajuce regije gena MECP2, 2. testiranje nekodirajuce regije MECP2, 3. probir na

velike rearanzmane MECP2 i 4. testiranje gena CDKL5 i FOXGT ukljucenih u inacice Rettovog sindroma.

Kljuéne rijeci: Rettov sindrom; MECP2; mutacije; delecije

uvoD djece s RTT-om; generalizirani kloni¢no-toni¢ni napadaji i
parcijalno kompleksni napadaji su naj¢esdi (2). Napadaji se
¢esce javljaju kad se bolest stabilizira. Zenska djeca s Retto-
vim sindromom obi¢no prezive do zrele dobi, ali incidencija
nagle i neobjasnjive smrti je znac¢ajno visa nego kod kontro-

la iste dobi (3).

Klasi¢ni Rettov sindrom (RTT, MIM 312750) progresivan je
neuroloski poremecaj koji zahvaca poglavito zensku djecu.
Nasljeduje se X dominantno. Obiljezava ga normalni poro-
daj i naizgled uredan psihomotorni razvoj u prvih 6-18 mje-
seci zivota. Djevojcice tada ulaze u kratko razdoblje razvojne
stagnacije praceno brzom regresijom u govornim i motor-
nim vjestinama. Glavno obiljeZje bolesti je gubitak svrhovite
uporabe ruke i pojava stereotipnih repetitivnih kretnji. Uz to
u dobi od 18-24 mjeseca zivota Cesto se javljaju napadaji
vriskanja i neutjesnog plakanja. Ostala obiljezja sindroma su
simptomi pervazivnog razvojnog poremecaja, napadaji sli¢-

U oko 99,5% slucajeva javljanje RTT-a je sporadi¢no. Sporadic-
ni slucajevi rezultiraju ili iz de novo mutacija u genu MECP2
na kromosomskom lokusu Xg28 kod djece s RTT-om ili od

* Referentni centar Ministarstva zdravlja RH za pracenje kongenitalnih
anomalija, Klinika za pedijatriju Klinike za djecje bolesti Zagreb

ni panici, bruksizam, epizode apneja i/ili hiperpneja, ataksija
i apraksija u hodu, tremor i smanjenje opsega glave koja jeu
ranom dojenackom razdoblju normalno rasla. Nakon raz-
doblja brzog pogorsanja bolest se stabilizira, ali ¢e se kod
djevojcica s vremenom razviti distonija i deformacije ruku i
stopala (1). Konvulzivni napadaji se javljaju u 90% zenske
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nasljedivanja mutacije od roditelja koji ima somatski ili ger-
minativni mozaicizam. Majka koja je nositeljica moze imati
povoljnu nasumi¢nu inaktivaciju X kromosoma koja rezulti-
ra samo blagim ili nikakvim ocitovanjem bolesti. Kad se
nade da majka bolesne osobe ima MECP2 mutaciju otkrive-
nu kod njenog bolesnog djeteta, rizik nasljedivanja mutira-
nog MECP2 alela za potomke je 50%. No ako i nije otkrivena
patogena MECP2 mutacija od probanda u leukocitima kod
roditelja, mora se uzeti u obzir germinativni mozaicizam
kod roditelja (4, 5).

Prevalencija klasi¢cnog RTT-a kod Zenske djece do 15. godi-
ne Zivota je procijenjena na 1:8 500 (6).

Uoceno je da su MECP2 mutacije prisutne i kod bolesnika s
autizmom (7), blagim poteSkocama u ucenju (8), klinicki
suspektnim, ali molekulski nepotvrdenim Angelmanovim
sindromom (9, 10) ili X-vezanim intelektualnim poteskoca-
ma (11, 12), uklju¢ujuc¢i PPM-X sindrom i sindrom s duplika-
cijom MECP2 (13-15). Nadeni su i muskarci koji ispunjavaju
klinicke kriterije za RTT, a kod kojih je otkriven ili 47, XXY ka-
riotip (16) ili postzigotna MECP2 mutacija koja je rezultirala
mozaicizmom (17). Muska djeca sa 46,XY kariotipom i MECP2
mutacijom mogu patiti od teske neonatalne encefalopatije
i obi¢no umru prije druge godine Zivota (4). Buduci da se
mutacije u genu MECP2 ne vezu samo za RTT i da izostanak
mutacije u MECP2 ne znaci odbacivanje klinicke dijagnoze
RTT-a, predlozeno je da se sva bolesna stanja kod osoba s
klinickom slikom i mutacijom u genu MECP2 nazivaju MECP2
srodni poremecaji. Tako spektar fenotipova u MECP2 srod-
nih poremecaja kod Zenskih osoba osim klasi¢cnog RTT-a
uklju¢uje i njegove inacice te (rijetko) blage poteskoce s
ucenjem.

Specificni oblici atipicnog RTT-a

Za dijagnozu atipi¢nog RTT-a osoba mora imati razdoblje
regresije praceno oporavkom ili stabilizacijom. To jasno raz-
likuje ove slucajeve od brojnih tvrdokornih degenerativnih
stanja. Osobe takoder moraju imati najmanje dva od Cetiriju
glavnih kriterija i pet od jedanaest suportivnih kriterija (ta-
blica 1). Prepoznate su brojne specificno definirane inacice
RTT-a s razlicitim klinickim obiljezjima. Hagberg i Gillberg
(1993.) opisali su pet mogucih oblika atipi¢cnog RTT-a (18),
no prema revidiranim dijagnostickim kriterijima iz 2010. go-
dine (19) atipi¢ni RTT se svrstava u tri osnovna oblika: inacica
s ocuvanim govorom (20), kongenitalna inacica (21) iinacica
s ranim konvulzijama (22). Inacica s o¢uvanim govorom je
najbolje opisana, ima dobro definirana klini¢ka obiljeZja, a
mutacije u MECP2 su otkrivene u vecini slucajeva (23). Za
razliku od nje kod kongenitalne i inacice s ranim konvulzija-
ma mutacije u MECP2 su samo rijetko nadene. No mutacije
u genu CDKL5 nadene su kod slucajeva inacice s ranim kon-
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TABLICA 1. Revidirani dijagnosticki kriteriji za Rettov sindrom (RTT),
Neul i sur. (2010.) (19)

Dijagnozu bi trebalo uzeti u obzir kada se uoci smanjeni postnatalni rast
glave.

Potrebno za tipicni ili klasi¢ni RTT
1. Razdoblje regresije praceno oporavkom ili stabilizacijom
2. Svi glavni kriteriji i svi kriteriji za iskljucenje

3. Suportivni kriteriji nisu potrebni, premda su ¢esto prisutni
u tipicnom RTT

Potrebno za atipi¢ni RTT ili inacicu RTT-a
1. Razdoblje regresije pra¢eno oporavkom ili stabilizacijom
2. Najmanje 2 od 4 glavna kriterija
3.5 0d 11 suportivnih kriterija
Glavni kriteriji
1. Djelomican ili potpuni gubitak savladane svrhovite uporabe ruke.
2. Djelomican ili potpuni gubitak savladanog govorenog jezika
3. Abnormalnosti hoda: ostecenje (dispraksija) ili izostanak sposobnosti.

4. Stereotipne kretnje rukama kao $to su zavrtanje/stiskanje, plieskanje/
tapSanje rukama, stavljanje u usta i automatizmi pranja/trljanja.

Kriteriji isklju¢enja za tipi¢ni RTT

. Povreda mozga nakon traume (peri- ili postnatalno),
neurometabolicke bolesti ili teske infekcije koje uzrokuju neuroloske
probleme.

2. Uglavnom abnormalan psihomotorni razvoj u prvih 6 mjeseci Zivota.
Suportivni kriteriji za atipi¢ni RTT

1. Smetnje disanja u budnosti

2. Bruksizam u budnosti

3. Poremecaj obrasca spavanja

4. Abnormalni tonus misic¢a

5. Periferni vazomotorni poremecaji

6. Skolioza/kifoza

7. Retardacija rasta

8. Male hladne Sake i stopala

9. Neprimjereno sricanje uz smijanje/vriskanje
10. Smanjen odgovor na bol

11. Izrazena komunikacija o¢ima - “pokazivanje o¢ima”

vulzijama (24), a mutacije u genu FOXGT u slu¢ajevima kon-
genitalnog oblika (25).

Grada i uloga proteina MeCP2

Smatra se da Siroko eksprimirani nuklearni protein MeCP2
(engl. methyl-CpG-binding protien 2) posreduje transkripcij-
sko utisavanje i epigenetsku regulaciju metilirane DNA
preko njegove veze s 5-metilcitozin-bogatim heterokro-
matinom (26). Protein MeCP2 ima dvije glavne funkcijske
domene; metil CpG-vezuju¢a domena (MBD) vezuje se za
simetricno metilirane CpG dinukleotide; transkripcijsko re-
presorska domena (TRD) stupa u interakciju s korepresor-

391



SANSOVIC | 1 SUR. MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA SINDROMA RETT.

skim proteinima te oni zajedno pokrecu histonske deace-
tilaze (26, 27). Kad se ostatci lizina histona jezgre H3 i H4
deacetiliraju, kromatin se kondenzira. Tada DNA postaje
nepristupacna transkripcijskoj masineriji, sto ima za poslje-
dicu da se geni u podruc¢ju DNA na koji se veze MeCP2 ne
eksprimiraju. Represija ovisna o DNA metilaciji vazna je za
inaktivaciju X kromosoma (XCl) i upisanih gena. Buschdorf&
Stratling (2004.) mapirali su domenu unutar MeCP2 koja je
sposobna specificno se vezati na WW domene Skupine II.
¢imbenika prekrajanja (eng. splicing factors) formin-vezu-
juceg proteina (FBP) 11 i HYPC. Podrucje vezanja WW do-
mene Skupine Il. smjesteno je od ostatka 325 do C-termi-
nalnog kraja, s interaktivnom prolinom bogatom sekven-
com u sredistu (28). C-terminalna domena dijeli homologiju
s neuronsko specificnim transkripcijskim cimbenicima. Ova
regija tekoder sadrZi evolucijski konzervirane polihistidinske
i poliprolinske regije koje mogu igrati ulogu u interakciji
MeCP2 s nukleosomskom jezgrom (29).

MeCP2 se eksprimira u svim tkivima i poc¢etno se smatralo
da djeluje kao globalni transkripcijski represor (26). No zbu-
njujuce je da tako globalno eksprimirani gen daje predomi-
nantno neuroloski fenotip. Tkivo mozga je mozda ranjivije
za prilagodavanje uc¢inku MeCP2, ili postoje tkivno specifi¢-
ne razlike u razinama MeCP2 ekspresije. Naime, postoje
alternativni transkripti koji se razli¢ito eksprimiraju u mozgu
za vrijeme razvoja (30). Osim toga, postmitotska priroda
MeCP2. Danas se smatra da MeCP2 posreduje ekspresiju
skupine specificnih ciljnih gena u mozgu; postoje dokazi
kako se MeCP2 specificno veze za odredene DNA sljedove.
Identificirano je nekoliko takvih ciljeva MeCP2: Hairy2a, Bdnf
(engl. brain derived neurotrophic factor), DIx5 i sgk. (31-34).
Nedavne studije na misevima dovele su do spoznaje da
MeCP2 moze biti i aktivator transkripcije (35). Takoder je
nadeno da MeCP2 ima ulogu u prekrajanju (engl. splicing)
gena (36) i u dalekoseZznom remodeliranju kromatina (33),
pa je moguce da poremecaji ove uloge mogu pridonijeti
patofiziologiji povezanom s deficitom MeCP2.

Vecina mutacija u MECP2 javlja se de novo i smatra se da u
vecini slu¢ajeva mutacija nastaje na ocevom X kromosomu
(37). Vodeca hipoteza drzi da disfunkcija MeCP2, koja rezul-
tira iz mutacija u MBD-u ili TRD-u, ometa osjetljivu preciz-
nost ekspresije gena za vrijeme razvoja. Neke mutacije ut-
jecu na ostatke koji su vaZzni za vezivanje DNA, dok druge
mogu ometati nativnu strukturu proteina i/ili njegovu inter-
akciju s drugim proteinima. Zabiljezene besmislene mutaci-
je (engl. nonsense mutation), mutacije pomaka okvira ¢itanja
(engl. frameshift mutation) i mutacije prekrajanja (engl. spli-
cing mutation), od kojih se vecina nalazi distalno MBD-u,
vjerojatno rezultiraju preuranjenim zavrsetkom proteina.
Tako skraceni (okrnjeni) proteini jos se mogu vezati za meti-
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lirani DNA, ali nisu u mogucnosti stupiti u interakciju s kore-
presorom Sin3A; takoder je moguce da mutacije u karboksi
terminalnom kraju proteina onemoguce DNA vezivanje
(29). U svakom slucaju, kompleks za utisavanje nece biti pra-
vilno sastavljen i ciljni geni ne mogu biti pravilno utisani.

Normalne inacice gena MECP2

Gen MECP2 sadrzi Cetiri egzona, transkribirana od telome-
re prema centromeri. Gen ima dvije izoforme (transkripti)
MECP2_el i MECP2_e2 koji nastaju alternativnim cijepanjem
egzona 2 i uporabom dvaju razli¢itih start kodona. Transkript
MECP2_eT je duzi, kodira polipeptid od 498 aminokiselina i
sastoji se od egzona 1, 314. On je dominanatni oblik izrazen
u mozgu (30). Transkript MECP2_e2 kodira polipeptid od 486
aminokiselina i sastoji se od egzona 2, 3 i 4. Vecina egzona 4
kodira neobi¢no dugu (8.5 kb) 3'neprepisujucu regiju (engl.
untranslated region, UTR); naizmjeni¢na poliadenilacijska
mjesta ovdje rezultiraju u razlicito eksprimiranim transkrip-
tima razli¢itih duzina, koji svi kodiraju protein jednake
duzine.

Patoloske inacice gena MECP2

Mutacije u genu MECP2 mogu biti mutacije krivog smisla
(engl. missense mutation), besmislene mutacije, mutacije
pomaka okvira ¢itanja, mutacije prekrajanja kao i velike de-
lecije/rearanzmani. lako su mutacije rasute preko cijelog
gena, postoji jedna nakupina mutacija krivog smisla uglav-
nom u MBD-u i zadnjem dijelu TRD-u druga nakupina (sku-
pina) besmislenih mutacija i mutacija s pomakom okvira
¢itanja nalazi se nizvodno od MBD-a, uglavnom u TRD-u.
Vecina MECP2 mutacija otpada na mutacije krivog smisla i
besmislene mutacije koje su uzrokovane C>T tranzicijama u
osam CpG dinukleotida, tj. u CpG vru¢im tockama (engl.
hotspot). Do danas je otkriveno vise od 390 patogenih mu-
tacija, a vise od 50% svih mutacija se nalazi u CpG vrucim
tockama; R106W, R133C, T158M, R306C kao mutacije krivog
smisla i R168X, R255X, R270X, R294X kao besmislene mu-
tacije. C-terminalna domena je sklona malim delecijama
(20-100 pb) koje leze u vru¢im tockama i ¢ine oko 7% pato-
genih mutacija (RettBASE; http://mecp2.chw.edu.au/). Ne-
davno su pronadene velike delecije (kilobazne velic¢ine) koje
brisu cijele egzone, u dijelu bolesnika za koje se prije sma-
tralo da nemaju mutacije u genu MECP2. Takve delecije su
cesce kod klasicnog (8% slucajeva) nego atipi¢cnog (3%
slucajeva) RTT-a (38, 39).

Povezanost genotipa s fenotipom

Analize povezanosti genotipa s fenotipom zasad su dale ne-
dosljedne rezultate, ali opcenito se moze reci da mutacije
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krivog smisla rezultiraju blazom klinickom slikom nego mu-
tacije koje skracuju protein (engl. truncating mutations). Isto
tako truncating mutacije smjestene vise prema 3 kraju
kodirajuce sekvence proizvode blazi fenotip nego trunca-
ting mutacije smjestene vise prema 5" kraju kodirajuce
sekvence (40). Nekoliko studija je utvrdilo da se klinicka
tezina moze dijelom predvidjeti na osnovi vrste mutacije
(mutacije krivog smisla-truncating mutacije), njenog smje-
staja, pogotovo ako je smjestena u funkcionalnoj domeni, i
nacina nasumicne XCl (41, 42). Nasumi¢na XCl moze zna-
¢ajno utjecati na klinicku teZinu poremecaja, tako da ista
patogena mutacija u odredenoj obitelji moze rezultirati
potpuno drukcijim fenotipom, a pojedine zene s povolj-
nom XCl-om uopce nemaju simptoma bolesti (40, 43). Kore-
laciju genotipa s fenotipom kompliciraju i varijacije ljestvice
tezine primijenjene u opisu fenotipa, ali se ovaj problem
moze rijesiti ako su svi dosljedni u opisima kojima se sluze.

Ostali geni povezani s RTT-om
CDKL5

Gen CDKL5 je takoder smjesten na X kromosomu i kodira
kinazu 5 ovisnu o ciklinu (engl. cyclin-dependent kinase like
5). Mutacije u ovom genu otkrivene su u osoba s fenotipom
slicnom RTT-u. U pocetku su osobe s mutacijama u CDKL5
opisivane kao inacica RTT-a s ranim pocetkom konvulzija,
tzv. Hanefield varijanta (24, 44). No ¢ini se da su mutacije u
CDKL5 prisutne u samo malom dijelu osoba s fenotipom
slicnom RTT-u. Osim toga, razliciti klinicki profil, ukljucujudi
blaza dismorficna obiljezja, doveo je do prijedloga da se
osobe s mutacijama u CDKL5 razmatraju kao da imaju zase-
ban poremecaj, razli¢it od RTT-a (45).

FOXG1

Mutacije u FOXGT povezane su s kongenitalnim oblikom
RTT-a (25, 46). FoxG1 je transkripcijski ¢imbenik uklju¢en u
telencefali¢ni razvoj koji promovira neurogenezu i antago-
nizira diferencijaciju neurona (47). Gen je prvi put povezan s
RTT-om otkricem mikrodelecija na njegovom lokusu na
1412 (48). Otkriveno je devet slucajeva mikrodelecija te 20
tockastih mutacija, uglavnom kod osoba s kratkim normal-
nim razdobljem razvoja prije pojave regresije koja vodi
teskom intelektualnom ostecenju, razvojnom zaostajanju,
postnatalnoj mikrocefaliji, konvulzijama, diskineziji i hipo-
toniji. Ova obiljezja i sli¢ni izgled lica medu osobama s mu-
tacijama u FOXGT vodili su pretpostavci da ove osobe treba
razmatrati u sklopu FOXG1 sindroma prije nego kao inacicu
RTT-a (49).

Za razliku od MECP2 i CDKL5, FOXGT je autosomni gen, pa
mutacije s istom vjerojatno$¢u pogadaju muske i Zzenske
osobe.
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DIJAGNOZA/TESTIRANJE

Dijagnoza RTT-a oslanja se na klinickim dijagnostickim krite-
rijima utvrdenim za klasi¢ni/atipicni RTT i/ili molekularnom
testiranju gena MECP2. Genetsko testiranje otkriva mutacije
u oko 80-90% klasi¢nog RTT-a, tj. 40-50% slucajeva atipi¢nog
RTT-a, a ostalo mogu biti mutacije u drugim regijama gena
MECP2 (regulatorni elementi i nekodirajuce regije) ili muta-

cije u drugim genima.
To se testiranje primjenjuje:

- za potvrdu dijagnoze kod bolesnika s klasi¢nim RTT-om ili
sinacCicama RTT-a, alii

- kod Zena s blagim poteskoc¢ama u ucenju, pojedinih slu-
Cajeva Angelmanovog sindroma, autizma, kod muskih
osoba s teskom neonatalnom encefalopatijom te sin-
dromskim (PPM-X sindrom, sindrom s duplikacijom
MECP2) ili nesindromskim X-vezanim intelektualnim po-
tesko¢ama,

- U prenatalnoj dijagnostici.

Dvosmijerno sekvenciranje cijele kodirajuce regije gena
MECP2 otkriva mutacije koje uzrokuju bolest u 70-90%
bolesnika s klasicnim RTT-om te 40% bolesnika s onim
atipi¢nim (http://mecp2.chw.edu.au/). Klini¢ko testiranje je
moguce primjenom direktnog sekvenciranja ili kombina-
cijom jedne od metoda probira sa sekvenciranjem. Postoje
brojne metode probira koje se mogu primijeniti prije samog
sekvenciranja, npr. denaturirajuca tekucinska kromatogra-
fija visoke djelotvornosti (engl. denaturing high performance
liquid chromatography, DHPLC) kao jedna od metoda ana-
lize heterodupleksa, ili polimorfizam konformacije jedno-
lancane DNA (engl. single-strand conformation polymor-
phism, SSCP). Metoda koja ispituje polimorfizam duljine re-
strikcijskih  fragmenata (engl. restriction fragment length
polymorphism) te lancana reakcija polimeraze (engl. polyme-
rase chain reaction, PCR) u stvarnom vremenu (engl. real-
time PCR) primjenjuje se za ciljano testiranje poznatih muta-
cija. Velike preraspodjele (delecije i duplikacije kilobazne
veli¢ine) gena, koje se prethodnim metodama probira i San-
gerovim sekvenciranjem osnovanim na PCR-u ne mogu
otkriti, testiraju se kvantitativnim tehnikama kao $to su
kvantitativni PCR, PCR velikog dosega, a u novije vrijeme
tehnikom videstrukog umnazanja vezanih sondi (engl. mul-
tiplex ligation probe amplification, MLPA) i analizom kromo-
soma na mikropostroju (engl. chromosomal microarray,
CMA).

Preporucena strategija molekularnog testiranja ukljucuje:

1. Najprije testiranje mutacija u egzonima 3 i 4 primjenom
tehnika probira osnovanih na PCR-u (uglavnom DHPLC) i
sekvenciranja, jer se vise od 90% mutacija nalazi u ovoj
regiji, a zatim (ako se patogena mutacija ne nade)
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2. Molekularno testiranje egzona 1 i 2. Prema podatcima iz
najvece baze registriranih mutacija u RTT-u (RettBASE;
http://mecp2.chw.edu.au/), nije otkrivena niti jedna pato-
gena mutacija u egzonu 2, a mutacije u egzonu 1 rijet-
ke su kod bolesnika s RTT-om (manje od 1% svih muta-
cija) (50).

3. Kod onih bolesnika kod kojih nisu nadene patogene mu-
tacije u egzonima 1-4 preporuka je napraviti probir na
velike delecije kvantitativnim tehnikama (npr. metodom
MLPA primjenom komercijalnog kompleta sondi, MRC-
Holland, Nizozemska). Smatra se da se velike delecije
mogu nadi u ~30% osoba s klasicnim RTT-om te u ~7%
osoba s atipi¢nim RTT-om kod kojih se nisu nasle muta-
cije sekvenciranjem (39).

4. Sve ostale ispitanike negativne na MECP2 mutacije koji
imaju klinicku dijagnozu RTT-a, a pogotovo ako imaju
epilepticke napadaje koji su se rano javili, trebalo bi testi-
rati na mutacije u genu CDKL5.

5. Ako je nalaz negativan, treba uzeti u obzir analizu drugih
gena kao $to je npr. FOXGT u slucaju kongenitalne inacice
RTT-a (slika 1).

Analiza XClI ne primjenjuje se rutinski. Analiza je korisna u

specifi¢nim situacijama, npr. u obitelji u kojoj nekoliko djece

ima razlicite fenotipove MECP2 mutacije, a u kojima je majka

KLINICKA DIJAGNOZA RTT
(klasi¢ne i atipi¢ne inacice)
NZ

Testiranje mutacija u egzonima 3 i 4
u MECP2 zasnovan na PCR-u

N

%‘ Identificirane patogene mutacije ‘ -
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bez simptoma. U ovom slucaju Cesto se otkrije da majka
zaista ima mutaciju MECP2 otkrivenu kod bolesnih ¢lanova
obitelji, ali njezin oblik XCl-a je tako povoljan da ona ne po-
kazuje klinicku sliku (43).

Prenatalno testiranje se moze raditi kod rizi¢nih trudnoca
ako je mutacija gena MECP2 otkrivena kod ¢lana obitelji.
Prenatalnu dijagnozu treba ponuditi i parovima koji su imali
dijete s RTT-om ili intelektualnim poteSko¢ama uzrokova-
nim MECP2 mutacijom, bez obzira na to je li otkrivena pa-
togena mutacija kod roditelja u leukocitima, a zbog mo-
gucnosti postojanja germinativnog mozaicizma.

ZAKLJUCAK

Glavno obiljeZje RTT-a je njegova znacajna varijabilnost u
tezini i progresiji poremecaja i bar u ranim stadijima tesko
ga je dijagnosticirati. Bas stoga molekularno geneticko testi-
ranje gena MECP2, koje otkriva mutacije u oko 80-90%
klasi¢nog RTT-a, moZe bitno pomodi u potvrdi klinicke dija-
gnoze. Pritom treba imati na umu da pronalazak mutacija u
genu MECP2 nuzno ne upucuje na dijagnozu RTT-a, jer
spektar fenotipova s MECP2 mutacijama osim klasi¢nog
RTT-a i njegovih inacica obuhvaca i klini¢ku sliku nalik na
Angelmanov sindrom, autizam, blage poteskoce s u¢enjem,
a kod muskaraca nespecifi¢ne i sindromske X-vezane inte-
lektualne poteskoce i neonatalnu encefalopatiju. Osim toga
u ~10% bolesnika s klasi¢nim RTT-om ne nalazimo mutacije
u genu MECP2, $to upucuje na to da su i drugi geni ukljuceni
U patogenezu. Stoga otkrivanje MECP2 mutacije moze
potvrditi klinicku dijagnozu, ali je ne moze u potpunosti
iskljuciti. Pronadene mutacije gena MECP2 mogu biti od
velike koristi u razjaSnjavanju dijagnoze atipi¢nih inacica
RTT-a, u stvaranju novih dijagnostickih kriterija pri klasifika-
ciji klasi¢nog i varijanti ovog sindroma te u boljem povezi-
vanju genotipa s fenotipom.
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SUMMARY

Molecular analysis of the MECP2 gene in female patients
with Rett syndrome

Ivona Sansovi¢, Katja Dumi¢ Kubat, Ingeborg Barisi¢

Mutation in the MECP2 gene located on the Xq28 chromosome can cause Rett syndrome, the most common cause of intellectual
disability in females. In addition to classic form, the mutations in MECP2 could result in atypical Rett syndrome and mild learning
disabilities in females. To date, more than 390 pathogenic mutations have been described, and eight most commonly occurring
account for more than 50% of all mutations. C-terminal domain of the gene is prone to small deletions (20-100 bp) that account for
7% of pathogenic mutations. More recently, large deletions (kilobases in size) that delete whole exons have been identified. These are
more commonly found in females with classic (8%) than atypical Rett syndrome (3%). The aim is to present a recent molecular
testing strategy of the MECP2 gene in female patients with clinical diagnosis of Rett syndrome. Bidirectional sequencing of the entire
MECP2 coding region detects disease-causing mutations in approximately 80% of individuals with classic Rett syndrome. Frequent
mutations in exons 3 and 4 in MECP2 are tested by screening methods based on PCR and sequencing, and large rearrangements are
tested by quantitative methods. In conclusion, the spectrum of phenotypes in MECP2-related disorders includes not only classic and
atypical Rett syndrome, but also other neurologic disorders. Besides, in the minority of Rett patients, mutations in MECP2 have not
been identified. Therefore, the identification of MECP2 mutation can support a clinical diagnosis, but cannot exclude it completely.
Molecular testing is particularly important in elucidating cases of atypical Rett. The molecular testing strategy of Rett syndrome
includes: 1) sequencing of MECP2 coding region; 2) analysis of MECP2 noncoding region; 3) screening for large rearrangements in

MECP2; and 4) analysis of CDKL5 and FOXG1 genes involved in the atypical forms of Rett syndrome.

Keywords: Rett Syndrome; Methyl-CpG-Binding Protein 2; mutation; deletion
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