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1. UvOD

1.1. Parkinsonova bolest

Parkinsonova bolest (PB) jest idiopatsko, sporoprogresivno oboljenje srediSnjeg zivéanog
sustava. Radi se o drugom najceS¢em neurodegenerativnom poremecaju karakteriziranom
bradikinezijom, tremorom u mirovanju, rigidno$¢u i posturalnom nestabilno$¢u. Bolest je prvi
put opisao 1817. godine engleski lije¢nik James Parkinson, koji ju naziva drhtaju¢om
paralizom (eng. shaking palsy) u svojoj publikaciji pod originalnim nazivom 'An Essay on the
Shaking Palsy'. Muskarci imaju 1,5 puta vecu vjerojatnost obolijevanja od PB nego zene (1),
a starenje je dominantan ¢imbenik rizika. Incidencija bolesti raste s dobi. Najveca je u
populaciji ljudi preko 50 godina starosti te prvenstveno zahvaca populaciju osoba starijih od
65 godina. Tako, vazno je naglasiti, postoji trend porasta broja pacijenata mlade dobi te se
procjenjuje da se u Cetiri posto osoba oboljelih od PB, bolest dijagnosticira prije dobi od 50
godina. PB pogada oko 3% ljudi starijih od 75 godina (2) 1 oko 0,4% onih mladih od 40
godina. Srednja zivotna dob oboljelih je 57 godina. Vise od 10 milijuna ljudi Sirom svijeta
zivi s PB (3). Osobe s jednim ili viSe bliskih rodaka oboljelih od PB imaju povecan rizik da i
sami razviju bolest. Medutim, osim ako obitelj nema poznatu gensku mutaciju za bolest,
ukupni rizik je i dalje ispod 5%. Osim dobi, spola i genetskih ¢imbenika postoje i drugi
¢imbenici koji povecavaju rizik obolijevanja od PB, ukljucujuéi izlozenost toksinima iz
okoliSa. PB nije sama po sebi letalna bolest, nego uzrokuje pogorSanje normalnog
funkcioniranja s viemenom. Zanimljivo je da prosje¢ni zivotni vijek oboljelih od PB odgovara
prosjecnom zivotnom vijeku zdrave populacije. Neuropatoloski je bolest karakterizirana
preferencijalnom, ali ne i ekskluzivnhom degeneracijom dopaminergickih neurona u dijelu
mozga poznatome kao crna tvar (SNpc; prema lat. substantia nigra pars compacta) koja
proizvodi dopamin (DA) te prisutnoS¢u agregata proteina alfa sinukleina (aSyn) u citoplazmi
neurona. Takoder su pogodeni i drugi subkortikalni neuronski sustavi. Budu¢i da je tocan

uzrok bolesti nepoznat, ne postoji adekvatan tretman za izljecenje bolesti.

1.1.1. Patofiziologija i etiologija bolesti

Patogeneza PB nije u potpunosti razjasnjena. Poznato je da okoliSni 1 genetski ¢imbenici

mogu pridonijeti neurodegenerativnom procesu, no sam mehanizam njihovog utjecaja nije
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jasan. Dolazi do gubitka dopaminergickih pigmentnih neurona u bazalnim ganglijima, SNpc,
jezgri locus ceruleus te skupini dopaminergi¢kih neurona u mozdanom deblu. Gubitkom tih
neurona dolazi do snizavanja razine DA. U zdravom mozgu DA regulira ekscitabilnost
strijatalnih neurona ukljucenih u kontrolu ravnoteze pokreta tijela. Neadekvatna razina DA
uzrokuje smanjenu inhibiciju aktivnosti strijatalnih neurona, dopustaju¢i im prekomjerno
izbijanje signala. Taj fenomen oboljelima otezava kontrolu nad vlastitim kretanjem uzrokujuéi
motorne simptome poput tremora, rigora i bradikinezije. Vazno je naglasiti da je prilikom
pojave prvih simptoma 60-80% dopaminergic¢kih neurona u podru¢ju SNpc izgubljena. Osim
DA, serotonin (5-HT, prema engl. 5-hydroxytriptamine) takoder igra vaznu ulogu u razvoju
simptoma PB, ukljucujuci tremor, kognitivne poremecaje, depresiju i psihozu, kao i L-dopa-
induciranu diskineziju (4). Vaznost 5-HT projekcija u srednjem mozgu za razvoj tremora u
mirovanju pokazuje i Cinjenica da je kod oboljelih od PB izgubljeno priblizno 25%
serotoninergickih receptora (HT1A) u srednjoj jezgri raphe (5). Pokazan je i snazan odnos
izmedu pada 5-HT u mozgu oboljelih od PB i razvoja depresije. Jo§ jedan neurotransmiter je
smanjen u nekoliko neuroloskih bolesti, ukljuc¢uju¢i PB i Alzheimerovu bolest (AB). Radi se
o acetilkolinu (Ach, prema engl. acetylcholine) koji ima znacajnu ulogu u kognitivnim
funkcijama. U bazalnoj jezgri Meynert (lat. nucleus basalis Meynert), pretezno kolinergic¢koj
jezgri, u bolesnika s PB, AB ili drugim oblicima demencije uoCeni su razli¢iti obrasci
neuronskog gubitka koji snazno podupiru ideju ukljuéivanja kolinergi¢kog sustava u PB (5).
Postmortalnom analizom mozdanog tkiva, ove promjene su pokazane predominantno u
oboljelih od PB s kognitivnim smetnjama, sugeriraju¢i uklju¢enost ACh u razvoju kognitivne
disfunkcije PB (6). Recentna istrazivanja sve viSe naglaSavaju vaZnost 1 inhibitornog
neurotransmitera gamaaminomaslacne kiseline (GABA, prema engl. gamma-aminobutanoic
acid) u razvoju PB. GABA kontrolira ulazak kalcija izravno preko GABA receptora kao i
posredno putem mreZe astrocita (5). Ca®*/GABA mehanizam stabilizira neuronsku aktivnost.
U sludaju PB, zbog oiteéenja mitohondrija, Ca®" puferski sustav postaje oStecen uzrokujuéi
Ca®" ekscitotoksi¢nost koja dovodi do gubitka neurona u SNpc (7). Funkcija DA-neurona je i
u olfaktornom sustavu kontrolirana od neurotropnog ¢imbenika GDNF (prema engl. glial cell-
derived neurotropic factor) koji je takoder reguliran Ca?*/GABA mehanizmom. Uogeno je da
priblizno 80% novodijagnosticiranih bolesnika s PB ima abnormalan osjet njuha, $to je
posljedica oste¢enja DA-neurona u olfaktnim bulbusima (8). Eksperimentalni dokazi ukazuju
da PB takoder utjece 1 na prefrontalni korteks, anteriornu cingularnu mozdanu vijugu 1 / ili
frontostriatalne putove (5). lako tocan mehanizam dopaminergijskog neuronskog gubitka u

SNpc nije dobro poznat, predlagani procesi u podlozi bolesti uklju¢uju mitohondrijsko
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oStecenje, oksidativni stres, ekscitotoksicnost, pogresno oblikovanje proteina i njihovu
agregaciju, oSteCenje mehanizama transporta proteina, poremecaj stani¢nih autonomnih

mehanizama, kao i da se radi o "prionskoj proteinskoj infekciji" (5).

Smanjenje dopaminergicke aktivnosti u bazalnim ganglijima moze uslijediti i uslijed drugih
degenerativnih poremecaja, lijekova ili egzogenih toksina te se takvo stanje naziva
sekundarnim parkinsonizmom. lako je idiopatska PB najces¢i oblik parkinsonizma, oko 15
posto pojedinaca sa simptomima koji upuéuju na PB imaju jedan od poremecaja poznatih pod
nazivom atipi¢ni parkinsonski poremecaj. NajceS¢i egzogeni uzrok je uzimanje antipsihotika
koji djeluju antagonisticki na dopaminergicke receptore. Osim toga i pojedini antiemetici,
antidepresivi te blokatori kalcijevih kanala mogu dovesti do sekundarnih parkinsonizama.
Obi¢no nakon prestanka upotrebe tih lijekova parkinsonizam postupno nestaje. Druga stanja
koja mogu uzrokovati sekundarne parkinsonizme ukljucuju idiopatske degenerativne bolesti
poput multiple sistemske atrofije, progresivne supranuklearne paralize, kortikobazalnog
sindroma, demencije s Lewyjevim tjeleScima zatim hidrocefalus, strukturne lezije mozga,
subduralni hematom, Wilsonova bolest, ali i razliCita trovanja poput trovanja uglji¢nim
monoksidom ili manganom. Opisano je i nekoliko toksina iz okoliSa koji se povezuju s
sporadiénim oblikom PB, koji se djelomi¢no moze oponasati u eksperimentalnim
zivotinjskim modelima PB, kao S$to je upotreba 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin
(MPTP) i parakvata (9). Za razliku od sporadi¢nih oblika, obiteljski slucajevi su rijetki i ne
uklapaju se u potpunosti u konvencionalnu klinicku sliku PB, §to joS dodatno otezava

razumijevanje patogeneze PB.

Sinukleinopatije, ukljucujuc¢i PB, su skupina neurodegenerativnih poremecaja karakteriziranih
akumulacijom aSyn, malog neuron specificnog proteina ukljucenog u sinapticku funkciju
(10). Iako klinicki divergentne, sinukleinopatije karakterizira prisutnost agregiranog,
netopivog aSyn koji se agregira u Lewyjevim tijeleScima i Lewyjevim neuritima unutar
mozga oboljelih (11). ASyn veZe lipide 1 periferno je povezan s membranama, a zbog te
sposobnosti vezanja lipida 1 povezivanja s membranama ukljucen je u kontrolu vezikularnog
transporta. Preklapa se kada je povezan s membranama, a inace se nalazi u ,,rasklopljenom*
stanju s mogucnoS¢u stvaranja toksi¢nih oligomernih vrsta. Istrazivanja su pokazala da i
topivi oligomeri aSyn koji su meduprodukti u formiranju fibrila, mogu biti citotoksicni (12).
Fibrilacija aSyn pocinje dimerizacijom djelomi¢no nabranih monomera (13), nakon cega
slijedi nastajanje ionskih nefibronskih oligomernih meduprodukata, takoder poznatih kao

protofibrili (14). Medutim, in vivo ¢imbenici koji diktiraju formiranje i stabilizaciju ovih
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putativno toksi¢nih meduprodukata nisu poznati (15). Oligomeri, protofibrili 1 fibrili aSyn kao
i drugih nepravilnih amiloidnih proteina rade pore u membrani, uzrokujuc¢i neuronsku smrt
oksidativnim stresom, gubitkom energije, ekscitotoksicnoséu i neuroinflamacijom (16).
Prekomjerna ekspresija aSyn u modelima zivotinja i1 stani¢ne kulture pokazala je nakupljanje
njegovih agregata u mitohondrijima, deficit mitohondrijske pokretljivosti i smanjenje
mitohondrijskog membranskog potencijala. Jedna intracerebroventrikularna infuzija
oligomera aSyn u miseva uzrokuje razvoj motorickih i nemotori¢kih simptoma uz smanjeni
sadrzaj DA u kaudatusu i putamenu (17). Sli¢no tome, mutacije SNCA (prema engl. synuclein
alpha) gena (npr. A53T, A30P, E46K i H50Q) uzrokuju obiteljski oblik PB karakteriziran
ranom pojavom, brzim napredovanjem i pojavom demencije. Jedan od postmortalno vidljivih
znakova bolesti jest nakupljanje Lewyjevih tijeleSaca koji sadrze nekoliko nepravilnih
amiloidnih proteina, uklju¢ujuc¢i aSyn, fosforilirani tau i amiloidni beta protein u neuronima
SNpc PB pacijenata. Medutim, cak se kod 25% pacijenata s klinicki prisutnim
parkinsonizmom postmortalno ne pronalaze Lewyjeva tjelesSca (18). Iako ta podskupina
uglavnom obuhvaca pacijente s multiplom sustavnom atrofijom 1 progresivnom
supranuklearnom paralizom, postoje genetski dokazi da neki pacijenti oboljeli od PB
(PARK?2, PARKS) nemaju agregate proteina u obliku Lewyjevih tjelesaca (18). Proucavanje
normalne funkcije aSyn dovelo je do prepoznavanja novog proteina, sinfilina 1 (19) s
motivima ankirina koji ukazuju na njegovu potencijalnu ulogu kao citoskeletnog proteina.
Prekomjerna ekspresija obaju bjelancevina dovodi do stvaranja eozinofilnih inkluzijskih
tjeleSaca u kulturi stanica. Nadalje, sinfilin 1 je takoder identificiran kao komponenta
Lewyjevih tjeleSaca (20). Identificirana je 1 Arg621Cys mutacija u genu za sinfilin 1 u dva
nezavisna sporadi¢nih bolesnika oboljelih od PB (21) koji dalje podupiru zajednicki

patomehanizam bolesti.

1.1.2. Klinicka slika

Vazno je naglasiti da se klinicka slika PB znantno razlikuje izmedu pacijenata. Bolest obi¢no
pocinje postepeno te je tesko odrediti njen tocan pocetak. Simptomi koji se obi¢no povezuju s
PB su rigor, tremor 1 bradikinezija. Rigor oznacava stanje pojacanog tonusa misic¢a dovodeci
do otezane pokretljivosti. Izvanjskim pomicanjem zglobova dobiva se efekt zupcanika.
Tremor opisuje nevoljno drhtanje miSi¢a koje je kod ove bolesti prisutno prvenstveno u

mirovanju te su karakteristine tipicne kretnje ruku poput brojanja novaca. Tremor je
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uglavnom spore frekvencije. lako je obi¢no najizrazeniji na Sakam, rukama te nogama, moze
biti prisutan i tremor donje Celjusti pa ¢ak i vjeda. Bradikinezija podrazumijeva usporeno
zapocinjanje i izvodenje pokreta, a hipokinezija jest smanjena koli¢ina pokreta. Potonje zbog
smanjene mimike rezultira licem poput maske, a oboje dovodi do mikrografije i otezavanja
svakodnevnih aktivnosti. Osobi je teSko zapoceti hodati i zaustaviti se, a postura osobe postaje
pogrbljena. Kako osoba duze hoda tako se koraci sve viSe usitnjuju i ubrzavaju (festinacija).
Isto tako postepeno dolazi do gubitka posturalnih refleksa te uz pogrbljeno drzanje i pomaka
teziSta prema natrag jednostavno se izaziva retropulzija, a prema naprijed propulzija. Osim
motorickih smetnji, vrlo su Cesti 1 neuroloski i kognitivni simptomi. Isto tako, sve vise se
naglasava vaznost gubitka osjeta mirisa kao jednog od diskretnih prvih pokazatelja vremena
nastupanja bolesti. Prema Braakovoj hipotezi prvi znakovi PB pojavljuju se u enterickom
ziv€anom sustavu, meduli 1 olfaktornom zivcu. Progresijom bolesti dolazi do zahvacanja i
propadanja dopaminergickih neurona SNpc 1 korteksa tijekom vremena. Ta se teorija sve vise
oslanja na dokaze da nemotoricki simptomi, kao §to su gubitak osje¢aja mirisa (hipogamija),
poremecaji spavanja i zatvor mogu prethoditi tipiénim motorickim znacajkama bolesti ¢ak za
nekoliko godina. Iz tog razloga, istrazivaci su sve viSe usredotoCeni na ove ne-motorne

simptome kako bi otkrili PB S§to je prije moguce i trazili nadine za zaustavljanje progresije.

Lijecnici Cesto koriste Hoehn 1 Yahrovu ljestvicu za procjenu napretka bolesti tijekom godina.
Ljestvica je prvobitno provedena 1967. godine i1 ukljucivala je stupnjeve nula do pet, gdje
nula oznaCava stanje bez znakova PB, a pet opisuje uznapredovali oblik. Kasnije je
promijenjena kako bi postala izmijenjena Hoehn 1 Yahr skala. Kao §to je ve¢ naglaSeno
progresija bolesti je postepena te se simptomi razlikuju izmedu pacijenata. No, uobicajeno se
tijek bolesti moze podijeliti u nekoliko faza. Tijekom pocetne faze bolesti, osoba ima blage
simptome koji opcenito ne ometaju svakodnevno funkcioniranje te dnevne aktivnosti. Pocetni
simptomi su suptilni 1 napreduju polako, zbog Cega se bolest rijetko otkriva u ovoj fazi.
Ukljucuju blagi tremor, teSko¢e u polozaju tijela, tiSi govor, sporiji rukopis, nedostatak
pokreta udova, abnormalni izraz lica, gubitak fokusa misli, umor, razdrazljivost ili depresija.
Tremor i drugi motoric¢ki simptomi tipi¢no se pojavljuju samo unilateralno tj. dominantno su
izraZzeni na jednoj strani tijela. Obitelj 1 okolina primje¢uje promjene u polozaju, hodanju i
izrazima lica. Tijekom sljedece faze se simptomi pocinju pogorsavati. Tremor, rigor te drugi
motori¢ki simptoma zahvacaju obje strane tijela. Osoba jo$ uvijek moZe Zivjeti sama, ali
svakodnevni zadaci postaju otezani te je njihovo provodenje dugotrajnije. Tijekom treeg

stupnja sve vise do izrazaja dolazi gubitak ravnoteze 1 sporost kretanja zbog ¢ega je ova faza



obiljeZzena ceS¢im padovim. Osoba je i dalje potpuno neovisna, ali simptomi znacajno
otezavaju aktivnosti poput odijevanja i prehrane. Zaista teski i ogranicavajuci simptomi su
prisutni tijekom cetvrte faze. Moguce je stajati bez pomo¢i, ali hodanje je otezano. Osoba
treba pomo¢ u aktivnostima svakodnevnog zivota i ne moze Zivjeti sama. Konac¢no, najtezi
oblik bolesti jest peta faza u kojoj je stajanje i hodanje onemogucéeno zbog rigora nogu. Osoba
zahtijeva invalidska kolica ili je vezana za postelju. Osoba moze dozivjeti halucinacije i

deluzije.

Osim opisane Hoehn i Yahrove ljestvice koristi se jo§ i UPDRS skala (prema engl. Unified
Parkinson's Scale Rating) koja se koristi za opisivanje nemotornih simptoma, ukljucujuci
kognitivno funkcioniranje, raspolozenje i drustvenu interakciju. UraCunava kognitivne
poteskoce, sposobnost obavljanja svakodnevnih aktivnosti i komplikacije lijeCenja. Iako su
simptomi i progresija bolesti jedinstveni za svaku osobu, poznavanje tipi¢nih stadija PB vazno
je za objektivnu procjenu brzine progresije bolesti. Neki pacijenti doZivljavaju promjene

tijekom 20 ili viSe godina dok kod drugih bolest napreduje znatno brze.

1.1.3. Lijecenje

Iako je bolest prvi put opisao 1817. godine dr. James Parkinson, prva otkri¢a o njenoj
biokemijskoj podlozi dogodila su se tek sredinom proslog stoljeca. No, ni dan danas uzrok
bolesti nije u potpunosti rasvijetljen te ne postoji uc€inkoviti lijek za lijeCenje PB. lako PB
sama nije letalna, komplikacije bolesti mogu biti ozbiljne. Centar za kontrolu i prevenciju
bolesti ocijenio je da komplikacije od PB zauzimaju 14. mjesto uzroka smrti u Sjedinjenim
Drzavama. Mogu¢nosti lijeenja kojima se prvenstveno djeluje na simptome bolesti ukljuc¢uju
medikamentoznu terapiju 1 operativne zahvate. Zbog ve¢ opisane degeneracije SNpc
dopaminergickih neurona i smanjenja razine DA u podlozi bolesti, trenutna medikamentozna
terapija PB ima za cilj prvenstveno povecati razine DA u strijatumu te tako smanjiti
motoricke simptome. Ovakav pristup daje odredene rezultate, no ne sprjeCava
neurodegeneraciju niti djeluje neuroprotektivno. Danas je zlatni standard u lijeCenju PB
levodopa (L-dopa), DA prekursor koji je sposoban prije¢i krvno mozdanu barijeru te se u
mozgu putem L-aminokiselinske dekarboksilaze metabolizira do DA. L-dopa tijekom
vremena gubi na ucinkovitosti te vise od 80% bolesnika koji su na terapiji dulje od 10 godina

dozivljavaju diskinezije 1 motorne fluktuacije poznate kao ,,on-off** fenomeni (22). Motorne



fluktuacije se pojavljuju prije sljede¢e doze u obliku povratka motornih simptoma, neki
pacijenti mogu dozivjeti disforiju, tjeskobu ili senzorne pojave te druge nemotorne simptome.
Zanimljivo je da L-dopa pomaze kod svih motornih simptoma, ali ne i posturalne
nestabilnosti te ponekad ne pomaze ni kod tremora. Vrlo Cesto se koristi u kombinaciji S
inhibitorom perifernog metabolizma DA, odnosno inhibitorima periferne dekarboksilaze

(karbidopa ili benserazid).

Osim prekursora DA, za smanjenje motornih simptoma bolesti koriste se i agonisti DA
receptora kao $to su apomorfin, bromokriptin, ropinirol, pramipeksol i rotigotin (22). Ovi
lijekovi se vrlo ¢esto kombiniraju s L-dopom $§to omogucéava smanjnje potrebne doze L-dope
kao i smanjenje ,,on-off* fenomena. Apomorfin ima subkutanu aplikaciju i moze se davati u
obliku jednokratnih aplikacija, ili u kontinuiranom obliku putem pumpe. Sljedeca meta
djelovanja lijekova s ciljem povecanja razine DA jest smanjenje njegovog metabolizma.
Tako se koriste MAO-B i COMT inhibitori. Nakon prijenosa DA u nedopaminergi¢ne
postsinapticke neurone ili glia stanice monoamin oksidaza B (MAO-B) ga deaminira odnosno
katehol-O-metiltransferaza (COMT) metilira nakon Cega slijedi deaminacija (23). Danas se
koriste ireverzibilni MAO-B inhibitori selegilin i rasagiline te COMT inhibitori entakapone i
tolkapone. Dok se COMT inhibitori naj¢e$¢e koriste kao suplementarna terapija L-dopi,
MAO-B inhibitori se ¢esce koriste u obliku monoterapije jer je pokazano da u kombinaciji s
levodopom ili karbidopom mogu dovesti do vrlo teSkih nuspojava. Osim djelovanja na razinu
DA u terapiju su ukljuceni i antikolinergici koji moduliraju jo§ jedan za motoriku izrazito
bitan neurotransmiter, acetil kolin. Ovim pristupom se najuspjeSnije reguliraju tremor 1

diskinezija.

Posljednjih godina se osim medikamentozne terapije u lije¢enju PB sve vise okrece drugim,
alternativnim metodama poput duboke stimulacije mozga (DBS, prema engl. deep brain
stimulation). Iako evidentno ima pozitivan ufinak na smanjenje motoric¢kiih simptoma,
mehanizmi putem kojih DBS modulira osnovne mozdane mreze i ucinci lokalne stimulacije
na funkcioniranje mozga jo$ uvijek nisu u potpunosti jasni (24). Danas se DBS prvenstveno
ugraduje kod pacijenata oboljelih od PB s perzistentnim tremorom i izraZenim motornim
fluktuacijama. Elektrode se najceS¢e ugraduju u subtalamicku jezgru (STN; prema lat.
subthalamic nucleus) ili jezgru latinskog naziva globus pallidus internus (GPi). Bilateralni
STN-DBS ucinkovito poboljsava motorne fluktuacije, bradikineziju i tremor, dok bilateralna

GPi stimulacija manje djeluje na smanjenje tremora (24).



Iako je razvijeno nekoliko novih terapijskih mogucnosti za PB, nijedna od njih nije uspjela
zaustaviti progresiju bolesti. Trenutno dostupna simptomatska terapija ima zadovoljavajuci
ucinak u ograni¢enog broja bolesnika. Zanimljivo, najnovija istrazivanja U transplantaciji
matinih stanica i genskoj terapiji privukle su posebnu pozornost kao alternativne strategije
lije¢enje PB. Na primjer, genetski modificirani DA-neuroni pokazali su obecavajuce rezultate
u mi§jim modelima PB (25). Sli¢no, pomoc¢u lentivirusnih ili rekombinantnih adeno-
povezanih virusnih vektora (rAAV), moguce je djelovati na neke od disfunkcionalnih
metabolickih putova koji su ukljuceni u PB (26). Nadalje, nove tehnike za prekrajanje gena
kao CRCISPR-Cas9 imaju veliki potencijal za lijecenje PB (5). Veliki napori se ulazu u
potrazi za biomarkerima PB koji bi omogu¢ili raniju dijagnozu te pravovremenu terapiju te u
konac¢nici sprje¢avanje progresije bolesti. No, trenutno, sve terapije koriStene za PB

poboljsavaju simptome bez usporavanja ili zaustavljanja progresije bolesti.

1.2.  Genetska podloga Parkinsonove bolesti

Svega oko 10 do 15 posto svih sluajeva PB smatra se nasljednim oblicima bolesti
(monogeni). Preostalih 85 do 90 posto slucajeva klasificirano je kao sporadi¢no. Ipak,
prisutnost bolesti unutar prvih rodaka povecava rizik od oboljenja od PB. Danas se zna da je
PB uzrokovana slozenom interakcijom genetiskih 1 negenetskih ¢imbenika. Posljednjih
desetljeCa mnogi okoliSni ¢imbenici, kao Sto su ruralni Zivoti, izloZenosti pesticidima i
herbicidima te industrijski zagadivaci, predlagani su kao rizi¢ni ¢imbenici za oboljenje od PB,
dok je genetski doprinos razvoju bolesti dugo ostao kontroverzan. Medutim, studije jasno
pokazuju vece stope konkordancije kod monozigotnih (45%) u odnosu na dizigotne blizance
(28%) (27). Pristup genetskim kartografijama u rijetkim obiteljskim slucajevima s
autosomnim recesivnim 1 autosomnim dominantnim nasljedivanjem PB sugerira Siroku
genetsku heterogenost bolesti. lako su monogenski oblici PB izrazito rijetki, istrazivanja tih
bolesti zna¢ajno su pridonijela razumijevanju genetskih mehanizama 1 stani¢nih procesa koji
pridonose bolesti. Proucavanjem upravo ovih bolesti postignut je znatan napredak u
razumijevanju patogenetike PB. Ubrzo nakon otkrivanja prvih mutacija u SNCA genu 1997.
godine, identificirane su brojne druge mutacije koje utjecu na razvoj i tijek bolesti. Pokazalo
se da monogenske bolesti ukljucuju vrlo rijetke autosomno dominantno bolesti (jedan do dva
posto osoba oboljelih od PB), koje su posljedica prisutnost vrlo penetrantne mutacije gena kao

sto su SNCA (PARKI; kodira za a-sinuklein), LRRK2 (PARKS; kodira za dardarin) i VPS35
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(kodira za protein vakuolskog proteinskog sortiranja 35) (2). Autosomno recesivne oblike
bolesti uzrokuju promjene u oba alela primjerice PINK1 (PARKG6; PTEN inducirana kinaza
1), DJ-1 (PARKY), Parkin (PARK2), ATP13A2 (PARK?Y), FBXO7 i PLA2GB gena (2)
(Tablica 1.1.). Isto tako, promjene mogu biti i u genima koji predstavljaju ¢imbenike
povecanog rizika od razvoja PB kod nekih obitelji. Upravo u ovoj posljednjoj skupini je
otkrivena povezanost GBA gena koji kodira za lizosomalni enzim (-glukocerebrozidazu i PB.
Jedinstvene varijante s nepotpunom penetracijom u LRRK2 i GBA pokazale su se kao jaki
¢imbenici rizika za PB u odredenim populacijama. Osim toga, pokazano je da vise od 20
zajednickih varijanti s malim pojedina¢nim ufinkom moze modulirati rizik za PB. Pristup
sekvenciranju cijelog genoma znacajno je pripomogao u potrazi za shvacanjem uloge

genetickih ¢imbenika rizika u patogenezi PB.

Tablica 1.1. Geni povezani s PB

Simbol Gene Genski produkt Tip Kromosomski
nasljedivanja  lokus
PARK1/PARK4 SNCA Alfa sinuklein (aSyn) AD 4021.3-922
PARK?2 Parkin Parkin RBR E3 ubikvitin AR 6025.2-027
protein ligaza
PARKS3 Nepoznato Nepoznato AD 2p13
PARK5 UCHL1 Ubiquitin C-terminalna  AD 4p13
hidrolaza L1
PARKG PINK1 PTEN inducirana AR 1p36.12
putativna kinaza 1
PARK7 DJ-1 DJ-1 AR 1p36.23
PARKS8 LRRK2 Kinaza bogata AD 12q12
ponavljaju¢im leucinima
2
PARK9 ATP13A2  ATPazatip 13 A2 AR 1p36
PARK10 Nepoznato AAOPD Rizi¢ni 1p32

¢imbenik



PARK11 Nepoznato GIGYF2 (GRB10 AR 2036-37
interakcijski protein

GYF2)
PARK12 Nepoznato Nepoznato Rizi¢ni Xq21-925
¢imbenik
PARK13 HTRA2 HtrA serinska peptidaza ~ AD 2pl3.1
2
PARK14 PLA2G6  Fosfolipaza A2 skupine AR 22913.1
VI
PARK15 FBXO07 F-box protein 7 AR 22012.3
PARK16 Nepoznato Nepoznato Rizi¢ni 1932
¢imbenik
PARK17 VPS35 Vakuolarni protein AD 16q12
sortiranja 35
PARK18 EIF4G1 Eukariotski translacijski ~ AD 3027.1
inicijacijski factor 4
PARK19 DNAJC6  Auksilin AR 1p31.3
PARK20 SYNJ1 Sinaptojanin-1 AR 21g22.11

AR-autosomno recesivno, AD-autosomno dominantno

Prema: Pavlou MAS, Outeiro TF. Epigenetics in Parkinson's Disease. Adv Exp Med Biol.
2017;978:363-390.

SCNA (PARK1)

Prva mutacija povezana s PB bila je u genu SCNA (Ala53Thr u egzonu 4). Otkrivena je 1997.
godine u velikoj talijanskoj obitelji, a potom je identificirana i u tri gréke obitelji s obiteljskim
oblikom PB (28). Mutacije u SCNA genu rijedak su uzrok autosomno dominantnog oblika PB.
SNCA kodira mali protein od 140 aminokiselina koji moZe biti u obliku monomerna ili
oligomera male molekulske mase do amiloidnih fibrila velike molekulske mase koji se nalaze
u Lewyjevim tijelima. Ubrzo nakon otkri¢a mutacija gena SNCA, Spillantini i suradnici (29)
utvrdili su da je aSyn glavni protein u sastavu Lewyjevih tjeleSaca, nakupina u mozgu

oboljelih od PB. ASyn se uglavnom nalazi u citosolu gdje je vezan za lipidne raftove (30).
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Isto tako poznata je interakcija aSyn sa clanovima obje obitelji Rab i SNARE, ukazujuéi i na
njegovu ulogu u vezikularnom transportu (31; 32). SNCA knockout miSevi pokazali su
mitohondrijske lipidne abnormalnosti i oSte¢enje lanca elektronskog transporta te su postali
manje osjetljivi na mitohondrijske toksine (5). Proucavanjem DA-neurona mozga oboljelih
od PB zabiljezeno je oSteCenja mitohondrijske deoksiribonukleinske kiseline (DNA, prema
engl. deoxyribonucleic acid), disfunkcija disSnog lanca te povecan oksidativni stres (5). Prva
otkrivena mutacija, Ala53Thr, je ujedno i najées$ca, no kroz vrijeme su otkrivene i druge
mutacije. Mutacija A30P je opisana u njemackoj obitelji s familijarnim oblikom PB (21), a
mutacija p.E46K u jednoj Spanjolskoj obitelji (33). Osim toga, opisane su i duplikacije kao i
triplikati kodirajuce regije SNCA gena, pronadene ¢ak i u sporadi¢nim slucajevima PB (34).
Klini¢ki fenotip povezan sa SNCA mutacijama sastoji se od progresivnog kognitivnog
propadanja, autonomne disfunkcije i demencije. Prosje¢na dob pocetka bolesti kod pacijenata
s p.A53T mutacijom je 46 godina, dok je u obitelji s p.A30P mutacijom, koja nije potpuno
penetrantna, nesto kasnija (52 godina) (2). Mutacija p.E46K uzrokuje dominantan tip PB s
izrazenom demencijom. Simptomima pocinju izmedu u dobi od 50 i 65 godina, a demencija
se pojavljuje unutar 2 godine od dijagnoze (2). Genomska dupliciranja i triplicacije na lokaciji
SNCA uzrokuju rano pojavljivanje PB s teZzinom fenotipa koji korelira s brojem kopija SNCA.
Triplicacija aSyn uzrokuje brzo progresivnu PB s ranim pocetkom. Klini¢ka prezentacija
uvelike varira od teske idiopatske PB do PB s demencijom ili demencijom s Lewyjevim
tjelescima (2). lako su mutacije u SNCA jasan uzrok PB i prisutnost agregata aSyn je

patognomonican znak PB, normalna funkcija aSyn ostaje slabo poznata.

PARKIN (PARK2)

Drugi otkriveni gen koji se povezuje s PB jest parkin ¢ija mutacija uzrokuje autosomno
recesivni juvenilni oblik PB. Parkin je jedan od najvec¢ih gena ljudskog genoma i kodira za
463-aminokiselinsku E3-ubiquitin ligazu sastavljenu od ubikvitin-slicne domene i tri RING
(prema eng. really interesting new-gene) domene na karboksi kraju kojima je zaduzen za
interakciju s ubikvitinskom maSinerijom (35). E3-ubiquitin ligaza se kovalentno veZze s
ubikvitinom razliitih nepravilnih proteinskih supstrata te time potpomaze njihovoj
degradaciji (35). Mutacije u parkinu dovode do gubitka njegove funkcije i time gubitka
ubikvitinacije svojih supstrata. Supstrati parkina su izmedu ostaloga 1 odredeni glikozilirani

oblici aSyn te sinfilin-1 (36). lako se smanjenje kapaciteta ubikvitacije dobro uklapa s
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hipotezom oSte¢enja ubikvitnom posredovanog procesa degradacije proteina u PB, ne
objasnjava zaSto mutacije u Parkinu dovode do agregacije proteina, ali ne i nakupljanja
Lewyjevih tjelesaca. Pokazano je da mutacije parkina mogu uzrokovati i agregaciju
nepravilnih amiloidnih proteina unutar SNpc. Kod parkin-deficijentnih miseva i kod oboljelih
od PB uzrokovane mutacijom parkina pokazan je gubitak neurona u podruc¢ju koje se naziva
locus ceruleus (37). Opisano je preko 800 egzonskim mutacija s preko 147 razli¢itih
proteinskih promjena parkina od kojih je tre¢ina posljedica promjene jednog nukleotida, 13%
su manje delecije, a 54% su vece delecije ili duplikacije koje ukljucuju jedan ili vise egzona
(38). Ovaj veliki broj mutacija parkina uklju¢ujuc¢i promjene na svih 12 egzona. Mutacije
parkina su naj¢e$¢i poznati uzrok juvenilnog oblika PB te se pronalaze u 77% familialnih
slu¢ajeva s pocetkom bolesti ispod 30 godina starosti (39). Mutacije parkina mogu uzrokovati
znaajno smanjenje enzimatske aktivnosti enzima ubiquitin-ligaza u SNpc §to moZe znacajno
smanyjiti proces degradacije proteasoma. Osim toga, parkin je takoder ukljucen u regulaciju
oslobadanja DA iz SNpc (40). Oboljeli od autosomno recesivnog juvenilnog oblika PB
uzrokovanog mutacijom parkina imaju izrazito teSku klini¢ku sliku kod koje se prvi simptomi
bolesti javljaju nerijetko i prije dvadeste godine Zivota. Razlikuje se od uobicajenih
sporadi¢nih oblika s obzirom na njegovu raniju manifestaciju, nedostatak Lewyjeva tijela i
pojavu atipi¢nih simptoma. Tipi¢na klini¢ka slika oboljelih od ovog oblika PB jest pojava
simptoma u dobi nizoj od 40 godina, prisutnost distonije stopala, psihijatrijskih simptoma te
izrazito dobar odgovor na terapiju (41). Kao $to je navedemo, zanimljivo je da kod ovih
oboljelih nema tipi€nog postmortalnog znaka PB, odnosno nema Lewyjevih tjeleSaca. Smatra
se da je nedostatak Lewyjevih tjeleSaca posljedica ranog nastupa bolesti. Medutim, postoje i
obitelji s mutacijama parkina, u kojima se klinicki fenotip ne razlikuje od vecine bolesnika s

idiopatskim PB.

PINK1 (PARKS)

PINK1 gen koji kodira za PTEN induciranu putativnu kinazu (eng. PTEN-induced putative
kinase 1 PINK1) nalazi se na kromosomu 1. Radi se o serin/treonin-proteinskoj kinazi
veli¢ine 63 kDa, koja je lokalizirana u mitohondrijima 1 $titi neurone od stanja induciranih
mitohondrijskim oSte¢enjem (42). Pokazano je da PINK1 moze djelovati kao ¢imbenik
prezivljavanja stanica. Mutacija PINK1 gena povezuje se s autosomno recesivnim juvenilnim

oblikom PB karakteriziranom izrazito dobrim odgovorom na terapiju levodopom te
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odsutstvom pojave demencije (43). U oboljelih mutacija uzrokuje pojacanu osjetljivost stanica
na oSteCenja (42). Mutacije PINK1 gena takoder su povezane s mitohondrijskim
disfunkcijama i degeneracijom SNpc neurona, $to u konacnici dovodi do razvoja PB (42).
Kane 1 suradnici (44) su pokazali da PINKI1 fosforilira ubikvitin Sto rezultira aktivacijom
parkin E3 ubikvitinskom aktivnoséu te na taj nacin sudjeluje u regulaciji mitohondrija.
PINKI1 se stabilizira na mitohondrijama s nizim membranskim potencijalom i kao takav
regrutira parkin iz citosola. Jednom kad se regrutiraju do mitohondrija, parkin postaje
enzimatski aktivan i inicira uklanjanje mitohondrija pomocu lizosoma (mitofagija) (35).
Saznanje da PINKI1 fosforilira parkin prilikom regulacije mitofagije ostecenih mitohondrija
navela je na razmisljanje da je i poremecaj kontrole kvalitete mitohondrija uklju¢en u
patogenezu PB, Sto ukazuje da razliciti stani¢ni putovi dovode do razliitih oblika fenotipa u

PB (2).

DJ-1 (PARK?)

DJ-1 gen obuhvaca sedam egzona koji kodiraju protein koji pripada obitelji proteina C56
pepidaze. DJ-1 je dimer koji se sastoji od 189 aminokiselina te je lokaliziran u citoplazmi,
jezgri 1 mitohondrijima te funkcionira kao stani¢ni senzor oksidativnog stresa (45). Smatra se
da je funkcija DJ-1 zastita stanice od oksidativnog stresa te da ima ulogu u odrzavanju
normalne dopaminergicke funkcije u nigrostriatalnom putu. Neuroprotektivna uloga ovog
proteina ocituje se 1 u njegovoj ulozi u regulaciji aktivnosti odredenih gena povezanih s
prezivljivanjem stanice, transkripcijskom regulacijom i proteaznom aktivno$éu (45). Osim
toga sudjeluje u aktivnosti Saperona utjeCu¢i na sposobnost inhibicije agregacije aSyn
klju¢nog dogadaja u stvaranju Lewyjevih tjeleSaca (45). DJ-1 deficijentni miSevi pokazuju
motori¢ke deficite, smanjenu aktivnost u D2 tipu DA receptora i povecavu osjetljivost na
MPTP (46). Sukladno tome, mutacije DJ-1 uzrokuju autosomno recesivni oblik PB. Klinicka
slika koja se javlja kao posljedica mutracije navedenog gena odgovara klini¢koj slici

uzrokovanom mutacijama parkina i PINKL1.

LRRK2 (PARKS)

Jedan od najcesc¢ih uzroka familijarnog oblika PB jest mutacija LRRK2 gena (eng. Leucine-

rich repeat kinase 2) na kromosomu 12 koji kodira za leucinom bogatu ponavljaju¢u kinazu 2
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koja se jo$ naziva dardarin. Radi se o multidomenskom, pretezno citoplazmatskom proteinu
veli¢ine 268 kDa. Mutacija LRRK2 gena izvorno je mapirana u velikoj japanskoj obitelji s
autosomno dominantnim oblikom PB s nepotpunom penetracijom (47). Ubrzo su mutacije
otkrivene i u viSe europskih obitelji (48). Poznat je veliki broj mutacija navedenog gena,
medutim, samo za manji broj postoji dokaz patogenosti p.R1441C/G/H, p.Y1699C,
p.S1761R, p.I12012T, p.G2019S 1 p.12020T (2). Najcesce prouavana mutacija jest p.G2019S.
Dok je ¢esta kod pacijenata sa sjevera Afrike, Bliskog istoka i Askenazi Zidova, ostaje rijetka
u azijskim populacijama, gdje ¢ini manje od 1% LRRKZ2 mutacija (2). Vazno je da se
p.-G2019S takoder detektira i u sporadi€nim PB slucajevima te je prisutna i u do 10%
sporadi¢nih PB slu¢ajeva Sirom svijeta. Penetracija p.G2019S mutacije ovisi o dobi (2).
Pokazalo se da ova mutacija dosljedno poveéava aktivnost kinaze (49). Budu¢i da su protein
kinaze idealni ciljevi za terapiju lijekovima, mnogo je truda usmjereno na razumijevanje
uloge LRRK2 kinazne aktivnosti na pocetku bolesti. Medutim, do danas nije utvrdena jasna
fizioloska podloga ove mutacije u nastanku bolesti (49). Smith i suradnici (50) su koriste¢i
koimunoprecipitaciju ustanovili da LRRK2 eksprimiran u stanicama u kulturi djeluje u
interakciji s parkinom, ali ne i s aSyn, DJ-1 niti tau. Mali udio od stanica koje su prekomjerno
eksprimirale LRRK2 sadrzavale su proteinske agregate, dok je taj udio uvelike povecan
koekspresijom parkina (50). Osim toga, parkin poveéava ubikvitinciju agregata, a taj proces je
potaknut i s LRRK2 stimulacijom ubikvitin ligaze parkina. Interakcija LRRK2 i parkina se
odvija preko RING domene parkina, tj preko istog mjesta preko kojeg se odvija i interakcija
parkina i synphilina-1 (50). Pacijenti s LRRK2 mutacijom obi¢no imaju kasni pocetak bolesti
sa sporom progresijom simptoma. Pacijenti dobro reagiraju na terapiju levodopom, a
demencija nije uobiCajena. NeuropatoloSki nalazi uglavnom su nedosljedni, pokazujuci
pleomorfnu patologiju mozga s inkluzijama Lewyjevih tjeleSaca, ali i drugih proteina (tau i

ubikvitin) ili se vidi degeneracija SNpc bez Lewyjevih tjeleSaca (51).

ATP13A2 (PARK9)

Homozigotne ili slozene heterozigotne mutacije u ATP13A2 gena uzrokuju rijedak juvenilan
nasljedni oblik parkinsonizma s demencijom, Kufor-Rakeb sindrom (OMIM 606693). Bolest
je karakterizirana slabijim odgovorom na terapiju levodopom te dodatnim atipi¢nim
znacajkama bolesti kao $to su distonija i supranuklearna paraliza (35). Gen ATP13A2 kodira
za ATPazu tip 13A2, lizosomalni transmembranski protein P-tipa koji igra ulogu u autofagno
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lizosomalnim putovima (ALP) (52) kao i u funkciji mitohondrija (53). Protein ATP13A2
obi¢no se nalazi u lizosomatskoj membrani i ima 10 transmembranskih domena i ATPaznu
domenu (54). Opisano je oko 10 razli¢itih patogenih mutacija ATP13A2 koji izravno ili
neizravno utjeCe na transmembranske domene. Vecina mutacija proizvodi skrac¢ene proteine
koji su nestabilni i zadrzavaju se u endoplazmatskom retikulumu i nakon toga degradiraju u
proteasomima. lako je za razvoj bolesti potrebna mutacija oba alela sugerirajuéi potpuni
gubitak funkcije proteinskog produkta gena u podlozi bolesti, otkriveno je da se PARK9
izrazava na 10 puta viSoj razini u prezivjelim neuronima SNpc bolesnika sa sporadi¢nim
oblicima PB. Mutacije u ATP13A2 su vrlo rijedak uzrok parkinsonizma, no predstavljaju
vazan model povezanosti funkcije autofagno lizosomalnih puteva i PB. Gitler 1 suradnici (31)
su u sklopu genetskog istrazivanja potencijalnih modifikatora toksi¢nosti aSyn otkrili da
ortolog ljudskog ATP13A2 gena u kvascu ozna¢en kao YOR291W suzbija aSyn toksi¢nost.
Lentiviralnom transfekcijom ATP13A2 neuronalnih embrionalnih stanica s koje eksprimiraju
mutirani aSyn pokazali su potentan protektivan zastitni u¢inak ATP13A2 od Stetnog ucinka

aSyn toksicnosti (31).

VPS35 (PARK17)

Prvi gen povezan s PB otkriven metodom sekvenciranja sljedeé¢e generacije bio je VPS35 koji
kodira proteina za sortiranje vakuola 35 (55). Mutacija p.D620N potvrdena je i Sangerovim
sekvenciranjem, a nije pronadena u skupini od vise od 650 kontrolnih ispitanikaa. Ova
mutacija je pronadena kod svakog pogodenog pojedinca u proucavanoj obitelji te je pokazan
autosomno dominantan nacin nasljedivanja (55). Sekvencioniranje cijelog kodirajuceg dijela
VPS35 gena otkrilo je pregrst drugih mutacija p.G51S, p.M571, p.T82R, p.1241M, p.P316S,
p.R524W 1 p.L774M, medutim mutacije za sada nisu potvrdene kao sigurno patogene.
Mutacije VPS35 gena su rijedak uzrok PB uzrokujuéi svega 1% familijarnih te 0,2%
sporadi¢nih oblika PB (2). Kod oboljelih od PB koji u podlozi bolesti imaju mutaciju VPS35
gena, bolest koja se javlja prosjecno u dobi od 53 godine, obiljezena je bradikinezijom,
tremorom u mirovanju te dobrim odgovorom na terapiju levodopom (2). VPS35, klju¢na je
komponenta kompleksa retromera koji sluzi za razvrstavanje stanicnog tereta unutar
endocitnog sustava. Retromeri igraju vaznu ulogu u transportu membranskih proteina izmedu
endosoma 1 Golgijevih tjelesaca (56). Tocni mehanizmi kojima ti geni doprinose PB nisu

potpuno istrazeni (57). Istrazivanja su pokazala da je ekspresija VPS35 proteina smanjena u
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SNpc bolesnika s PB i u hipokampusu bolesnika s AB (58). Ova klinicka ispitivanja pokazuju
abnormalnost VPS35/retromera u oba PB i AB, §to upucuje na to da disfunkcija ili nedostatak

VPS35/retromera moze biti ¢imbenik rizika za patogenezu PB i AB.

GBA

Gaucherova bolest (GB) je autosomno recesivna lizosomalna bolest nakupljanja i posljedica
mutacije GBA gena koji kodira za lizosomalni enzim glukocerebrozidazu. GBA gen se nalazi
na kromosomu 1921, a enzim kojeg kodira je potreban za razgradnju glukocerebrozida u
ceramid. Ukoliko je funkcija tog enzima smanjena dolazi do nakupljanja glukocerebrozida.
Bolest se prema simptomima dijeli u tri kategorije ovisno o prisutnosti neuroloskih simptoma.
Najcesci tip 1 nema neuroloske simptome, dok oboljeli s tipom 3 imaju kroni¢ne neuroloske
simptome. Osim toga uoceno je 1 da manji broj oboljelih koji doZive odraslu dob pati od
parkinsonizama. Upravo i ideja da postoji odnos izmedu GB 1 PB zasnovana je na opazanjima
PB-a kod bolesnika i kod rodbine GB pacijenata. | heterozigoti i homozigoti za GlcCerase
mogu razviti PB (59). Prva publikacija koja jasno opisuje pojavu parkinsonizama u oboljelih
od tipa 1 GB jest iz 1996. godinr od Neudorfera i suradnika (60). Primijetili su izrazito
progresivan oblik parkinsonizma koji karakteristicno zapocinje od cetvrtog do Sestog
desetljeca zivota te je izrazito refraktoran na konvencionalnu terapiju koja se koristi kod PB.
Kasnije je zabiljezeno da pacijentt s GB 1 parkinsonizmom cCesto imaju rodake s
parkinsonizmom Koji su heterozigotni za GBA mutacije (61). Veza izmedu GB-a i PB-a bila je
dodatno poduprta nizom studija u razli€itim populacijama Sirom svijeta. Tako je ucestalost
GBA mutacija kod PB pacijenata bila prikazana u 16 centara, a jaka povezanost izmedu GBA
mutacija i PB pokazala se. (62). Pacijenti s PB koji su imali GBA mutacije bili su mladi u
vrijeme dijagnoze nego bolesnici koji nisu nosili mutaciju te su imali viSe atipi¢nih
manifestacija bolesti. Isto tako, pokazano je da pacijenti s parkinsonizmom imaju poveéanu
ucestalost GBA mutacija ¢ine¢i GBA najces¢im poznatim genetski ¢imbenikom rizika za PB
(62). GBA mutacije mijenjaju razine lipida, §to dovodi do lizosomalne bolesti nakupljanja
koja moze inducirati sinukleinopatije kao i1 autofagno lizosomalnu disfunkciju. Mazzulli i
suradnici (15) pokazali su da uklanjanje GBA u kortikalnim neuronima dovodi do akumulacije
aSyn. Pokazali su i da intracelularne razine glukocerebrozida kontroliraju formiranje topljivih
toksi¢nih nakupina aSyn u kultiviranim neuronima, misu i1 ljudskom mozgu, §to dovodi do

neurodegeneracije. Nakupljanje aSyn dodatno pridonosi patogenom ciklusu inhibiranjem
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lizosomalnog sazrijevanja i aktivnosti normalne glukocerebrozidaze, §to rezultira dodatnom
akumulacijom glukocerebrozida i povecanjem broja oligomera aSyn sugerirajuci da poviSene
razine toksi¢nih vrsta aSyn dovode do iscrpljivanja lizosomne glukocerebrozidaze i daljnje
stabilizacije aSyn oligomera pomoc¢u akumulacije glukocerebrozida. Taj se proces koji
pospjesSuje samopropagiraju¢e pozitivne povratne veze nastavlja sve dok se ne nadmasi
patogeni prag dovodeéi do neurodegeneracije. Nadalje, iako su pokazali povecanje aSyn u
dopaminergickim neuronima deriviranim pluripotentnih mati¢nih stanica (iPS; prema engl.
imortal Pluripotent stem cels) pacijenata oboljelih od GB nisu vidjeli zna¢ajnu akumulaciju
huntingtina ili tau (15). Vise je studija pokazalo da je aktivnost glukocerebrozidaze niza kod
pacijenata koji nose GBA mutacije i u sporadi¢nim PB slu¢ajevima, §to upucuje na $iru ulogu
GBA u metabolizmu sfingolipida i lizosoma u patogenezi PB (63). Velayati i suradnici (64) su

opisali da su mutacije GBA gena povezane ne samo s razvojem PB ve¢ i s LBD.

Iako jo$ nije u potpunosti istraZzena, posljednjih godina je postignut znatan napredak u
razumijevanju genetske podloge PB. Vrlo penetrantne mutacije koje proizvode rijetke
monogene oblike bolesti otkrivene su u singularnim genima kao §to su SNCA, LRRK2,
VPS35, Parkin, PINK1 i DJ-1, dok su se jedinstvene varijante s nepotpunom penetracijom u
LRRK2 i GBA pokazale kao jaki ¢imbenici rizika za PB u odredenim populacijama (2). Osim
toga, pokazano je viSe od 20 zajednickih varijanti koje moduliraju rizik obolijevanja od PB.
Sekvenciranje cijelog genoma uvelike je olakSao shvacanje genetske podloge PB. S pojavom
strategija sekvenciranja nove generacije i cjelogenomskim studijama povezanosti (GWAS)
ubrzano se otkrivaju geni koji povecavaju rizik za pojavu PB i pocinju se rasvjetljavati
stani¢ni putove kriti¢ni za patogenezu bolesti. Kako se povecava popis gena udruzenih s PB
do izraZaja dolazi i vaznost shvacanja njihovih interakcija. Ve¢ su dobro poznate interakcije
izmedu pojedinih gena primjerice izmedu parkina 1 PINK1 koja je povezala oStecenje
mitohondrija s PB (44), LRRK2 i parkina kojim je naglasena vaznost ubikvitinacije agregata u
PB (50), ATP13A2 i aSyn pri kojoj ATP13A2 suprimira toksi¢nost aSyn (31) te GBA i aSyn
kojim je pokrenut novi smjer istrazivanja lizosomalne disfunkcije u PB (15; 57). Mogu¢nost
grupiranja nekih PB gena u povezane funkcionalne mreze olakSat ¢e razvoj ucinkovitijih

ciljnih terapijskih intervencija.

U svrhu razumijevanja patogeneze 1 patofiziologije bolesti presudno je istraziti izravne
bioloSke posljedice poznatih varijanti rizika. Kako tehnologije kao §to su proteomika,
transkriptomika, sekvencioniranje sljedeCe generacije i imunoprecipitacija kromatina

omogucuju uvid u funkcionalnu ulogu nekodiraju¢ih DNA regija, tumacenje 1 oznacavanje tih

17



podrucja s obzirom na regulatorne elemente podrzat ¢e prepoznavanje vjerojatnih gena
kandidata. Nadalje, identifikacija biomarkera u krvi i/ili cerebrospinalnoj tekucini koja bi
mogla pomoc¢i klasificiranju pojedinaca s poveéanim rizikom od PB, prije nego $to su prisutni
glavni klini¢ki simptomi 1 gubitak DA ne bi samo pomogli u ranoj dijagnozi, ve¢ bi mogli

omoguciti pra¢enje progresije bolesti i evaluaciju terapije.

1.3.  Autofagno lizosomalna disfunkcija u Parkinsonovoj bolesti

PB je bolest nakupljanja aSyn. Uzrok nakupljanja nije jasan, no nije jasan ni razlog zasto
tijelo ne razgraduje nakupljene proteine. Postoje dva glavna puta za proteolizu vazna u
razgradnji aSyn, lizosomni i proteasomni sustav (65). Prvotno se smatralo da se aSyn
razgraduje proteasomima te da abnormalnosti proteasomske degradacije aSyn leze u podlozi
PB. Tome u prilog je ifla ¢injenica da je proteasomska disfunkcija poznati uzrok pojedinih
neurodegenerativnih poremecaja, a mutacije kod gena koji kodira parkin (E3-ubiquitin ligaza)
uzrokuju monogeni oblik PB. Ipak pojedine studije nisu pokazale promjenu u razini aSyn
nakon proteazne inhibicije $to upucuje da postoje alternativni oblici razgradnje aSyn (66; 67).
Dok proteini s kratkim poluZivotima uglavnom razgraduju proteasom, vecéina citosolnih
proteina s dugim poluzivotima (>10 sati) razgraduje se autofagijskim putevima unutar
lizosoma. Poznato je i da mutirani ATP13A2 gen dovodi do lizosomalne disfunkcije $to

zauzvrat moZe uzrokovati toksi¢nu agregaciju te posljedicno Kufor Rakeb sindrom.

Tijekom posljednjih nekoliko godina, sve viSe istrazivanja upucuje da mutacije koje se
povezuju s odredenim oblicima PB smanjuju autofagiju. Autofagija je degradativni put koji
donosi citoplazmatski sadrzaj lizosomima za degradaciju 1 predstavlja glavni put za
degradaciju agregiranih stani¢nih proteina i disfunkcionalnih organela. Isto tako, pokazano je
da starenje smanjuje autofagnu aktivnosti u gotovo svim stanicama i tkivima te da ta
degradacija autofagije pridonosi razli¢itim aspektima fenotipa starenja 1 pogorSanju Stetnih
bolesti povezanih s dobi (68). Smanjenje proteoliticke aktivnosti smatra se barem dijelom
odgovornim za nakupljanje oSte¢enih stanicnih komponenti u gotovo svim tkivima starenja
organizama. Promjene u lizosomalnom sustavu i smanjenje autofagne aktivnosti opisane su
mnogo prije nego $to je molekularna osnova za taj proces potpuno proucena. Morfoloske
znaajke starenja lizosomskog sustava poput Sirenje lizosomnih odjeljaka, nakupljanja

autofagnih vakuola 1 taloZenja neotopljenog materijala unutar lizosoma u obliku

18



autofluorescentnog pigmenta nazvanog lipofuscin opisani su i u stanicama mnogih tkiva
postmitotskim stanicama u kojima distribucija oSte¢enih komponenata u stanice kceri nije
moguca jer stanice viSe ne prolaze dijeljenje stanica. Ukoliko je zaista prisutan poremecaj
autofagno lizosomalnog puta u PB, pojacavanje funkcije autofagnne regulacija bi bila
obecavajuca terapeutska strategija kojom bi se stanice mogle zastiti od toksi¢nosti

agregatima-sklonih proteina u neurodegenerativnim bolestima.

Autofagija je evolucijski oCuvani proces degradacije odgovoran za razgradnju i recikliranje
vecine intracitoplazmatskih proteina 1 organela. Razlikujemo tri tipa autofagije:
mikroautofagija, Saperonima-posredovana autofagija (CMA, eng. chaperone-mediated
autophagy) i makroautofagija. Mikroautofagija ukljucuje degradaciju citosolnih sadrzaja kroz
male invaginacije u lizosomskoj membrani, dok CMA ukljucuje selektivnu translokaciju
citoplazmatskih proteina u lizosomalni lumen (68). CMA je jedina vrsta autofagije koja
zahtijeva razvijanje proteinskog supstrata u citosolu prije internalizacije u liposomima, dok
Saperoni u lizosomalnom Iumenu povlacenje proteinski supstrat preko lizosomalne
membrane. Da bi proteini dosli u lizosomalni lumen potrebna je interakcija s receptorskim
proteinom LAMP-2A (lysosome-associated protein type 2A) i s kompleksom lizosoalnih
Saperona s obje strane lizosomalne membrane (69). Razine LAMP-2A u lizosomskoj
membrani mogu se povecati smanjenom razgradnjom i/ili redistribucijom iz lizosomalnog
lumena do lizosomalne membrane. Nedavni rezultati pokazuju da se CMA takoder aktivira
oksidacijskim stresom, a u ovom slu¢aju LAMP-2A se povecava zbog transkripcijskog
reguliranja. CMA se moZe smanjiti inhibitorima glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (69).
Smanjenje CMA uzrokuje da su stanice osjetljivije na stres. Smanjena CMA u starenju je
rezultat smanjenja LAMP-2A u lizosomalnoj membrani uzrokovanog povecanom
degradacijom LAMP-2A (69). lako se CMA maksimalno aktivira pod stresom, u mnogim
vrstama stanica prisutne su razli¢ite razine bazalne aktivnosti. Pokazano je da sekvenca aSyn
sadrzi pentapeptidnu sekvencu (95VKKDQ99) koja je u skladu s motivom prepoznavanja
CMA (67). Zanimljivo je da se divlji tip aSyn ucinkovito degradira u lizosomima pomocu
CMA, dok se mutirani aSyn unato¢ visokom afmitetu za CMA receptor njime neucinkovito
degradira (67). Mutirani aSyn blokira i lizosomalno unoSenje i degradaciju drugih CMA
supstrata. CMA blokada zatim dovodi do kompenzacijske aktivacije makroautofaga koji, pod
tim uvjetima, ne moze odrzavati normalnu brzinu degradacije proteina. Mutiranim

alfasinukleinom oStecena funkcija CMA dodatno doprinosom njegovoj agregaciji ili dodatnim
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modifikacijama. Mutantirani alfa-synuclein takoder inhibira degradaciju drugih dugotrajnih
citosolnih proteina pomo¢u CMA, §to moze dodatno pridonijeti stani¢nom stresu, §to moze
uzrokovati da se stanica osloni na alternativne puteve degradacije ili da agregira oStecene

bjelancevine (67).

Makroautofagija je najopsezniji analizirani i kvantitativno vazniji tip autofagije te se cesto
podrazumijeva pod autofagijom u uzem smislu. Podrazumijeva izdvajanje cijeliih regija
citosola de novo formiranom limitirajuéom membranom koja se zatvara u transijentnu
struktur, fagoforu. Nakon Sirenja fagofora i zatvaranja rubova, dobivena vezikula naziva se
autofagosom (70). Ove vezikule s dvostrukom membranom dobivaju proteaze potrebne za
razgradnju sekvestriranog materijala spajanjem sa sekundarnim lizosomima. Ova serija
dogadaja regulirana je nizom proteina koji se nazivaju geni povezani s autofagijom (ATG).
Eksperimentalno pojacana ekspresija mutantnog aSyn dovodi do aktivacije makroautofagije,
no iako aktivacija makroautofagije degradira mutantne proteine i mislocalizira sinukleine u
autofagi¢ne organele, inhibicija makroautofagije ne mijenja razgradnju divljeg tipa alfa-

sinukleina (67).

Posljednjih godina postalo je jasno da i selektivni i neselektivni tipovi autofagije postoje i
odrzavaju degradaciju tvari poput agregata i oSteCenih organela (poput mitohondrija
(mitofagija), peroksisoma i endoplazmatskih retikuluma). Pokazalo se da mutacije povezane s
brojnim neurodegenerativnim bolestima koje se manifestiraju s intracitoplazmatskim

proteinskim agregatima utjecu na uklanjanje ovih supstrata kompromitiranjem autofagije (71,

72).

Genetske studije dovele su do otkrica kauzalnih mutacija u nasljednim oblicima PB, a za
brojne je pokazano da imaju funkcije povezane s autofagijom. One se mogu podijeliti u
mutacije koje utjeu na mitofagiju ili uzrokuju poremecaj prijenosa ili lizosomskalnu
disfunkciju (72). U skladu s konvergencijskim dokazima koji upuéuju na oslabljenu
autofagiju u PB, nedavna meta-analiza (GWAS) identificirala je nove lokuse rizika PB koji bi
mogli igrati ulogu u funkciji autofagije i lizosoma (73).

Mitohondriji su organeli neophodni za stvaranje energije. Kao §to je navedeno ranije studije
geneticke povezanosti identificirale su mutacije PINK1 i u autosomalnom recesivhom
juvenilnom obliku PB. PINK1 i Parkin koordinirano reguliraju mitofagiju, $to je presudno za
uklanjanje neispravnih mitohondrija iz stanica (72). Mitohondrijska peptidaza (MPP,

mitochondrial processing peptidase) 1 presenilin pridruZzeni protein (PARL presenilin-
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associated rhomboid-like protein) cijepaju PINK1. Pocjepani PINK1 se ubikvitinira te
konacno razgraduje. Medutim, kada u stanjima oSte¢enih mitohondrija, PINK1 se akumulira
na vanjskoj mitohondrijskoj membrani, gdje fosforilira parkin, Sto dovodi do njegove
aktivacije (44). Aktivirani parkin se talozi u obliku lanaca na oSte¢ene mitohondrije, koje
zatim fosforilira PINK1. Ovaj proces omogucava vezanje autofagnih receptora, kao $to su
NDP52 i Optineurin, koji sluze kao signali za autofagno uklanjanje regrutiranjem fagofora

koji sadrze LC3 (72).

Prisutnost inkluzijskih tijela koja sadrze aSyn utjeCe na sazrijevanje i spajanje autofagoma s
lizosomima, Sto rezultira smanjenjem degradacije proteina (74). In vitro studije pokazuju da
prisutnost aSyn inkluzije specifi¢no inhibira transport endocitnih i autofagnih vezikula (75).
Mutacija VPS35 gena koja dovodi do autosomno dominantnog oblika PB takoder dovodi do
disfunkcije autofagije. VPS35 je sastavni dio retromernog kompleksa, koji je potreban za
sortiranje proteina i transport transmembranskih receptora izmedu endosoma i Golgija (56,
72). VPS35 djeluje u interakciji s Parkinom koji zatim ubikvitinira VPS35, a gubitak Parkina
smanjuje membransku povezanost VPS35 (72). Osim toga, pretpostavlja se da mutacija
D620N VPS35 utje¢e na endolizosomalni put §to dovodi do povecane agregacije aSyn (56).
Dhungel i suradnici (57) pokazali su da miSevi s divljim tipom VPS35 u usporedbi s D620N

VPS35 imaju smanjen broj aSyn inkluzija i smanjen gubitak neurona.

1.4. Sekvenciranje sljedece generacije

Odredivanje sekvenci nukleinski kiselina zapocelo je Sangerovim sekvenciranjem koje se
dugi niz godina smatralo ,,zlatnim standardom® za DNA sekvenciranje. Upravo ta tehnologija
omogucila je 1 projekt sekvenciranja humanog genoma. Ipak ta metoda je vrlo dugotrajna i
skupa te je za taj projekt bilo potrebno 13 godina i 2.7 milijarde dolara. Pocetkom masivnog
paralelnog sekvenciranje velikog broja amplificiranih DNA fragmenata u protocnoj komori
(engl. flow cell) koje se naziva sekvenciranje sljedeCe generacije (next-generation sequencing,
NGS) zapocinje nova era u kojoj podaci o genima postaju sve dostupniji. Sekvenciranje
sljede¢e generacije se provodi ponavljanjem ciklusa produljivanja nukleotida pomocu
polimeraze ili uzastopnim ciklusima ligacije oligonukleotida. Dodani nukleotidi se
identificiraju pomocu signala koji se emitiraju kako se svaki fragment resintetizira na osnovu

lanca DNA koji sluzi kao predlozak. A izrazita brzina dobivanja podataka moguca je jer se
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proces odvija u milijunima paralelnih reakcija, umjesto da je ograni¢en na jedan ili nekoliko
fragmenata DNA. Zbog priprode samog postupka potrebno je fragmentirati genomsku DNA
te prepraviti krajeve kako bi se napravio 5’ fosforilirani tupi kraj DNA. Takvi kalupi se
amplificiraju u tzv. ,,bridge” amplifikaciji, gdje DNA lanci nadsvoduju susjedni vezani
nukleotid i vezu se na njega. Takav postupak se ponavlja vise puta te nastaju tzv. klasteri, t;.
nakupine amplificiranih DNA molekula, od kojeg svaki sadrzi oko 1000 molekula klonova.
Prije ocitavanja nukleitida klasteri se denaturiraju, te kemijskim reakcijama i ispiranjima
ostaje samo ,forward“ lanac. Sekvenciranje zapocinje hibridizacijom pocetnice
komplementarne sekvence adaptora, uz dodavanje polimeraze i Cetiri razli¢ito fluorescentno
obojena nukleotida. Danas najces¢e koriStena platforma za panel sekvenciranje je MiSeq

americke kompanije lllumina.

Tehnologija NGS moze se osim toga koristiti ne samo za sekvenciranje genomske DNA, nego
i za sekvenciranje transkriptoma i malih RNA. Kada govorimo o sekvenciranju DNA ovisno o
aplikaciji razlikujemo sekvenciranje cijelog genoma, egzoma, panel sekvenciranje te
sekvenciranje pojedina¢nih gena. ili eksprimiranog dijela genoma (egzoma). Sekvenciranje
cijelog genoma danas se pretezno koristi u istrazivacke svrhe, posebice u polju proucavanja
mehanizama bolesti dok upotreba sekvenciranja egzoma i panela ima vrlo vaznu
dijagnosticku ulogu. Pomocu panel sekvenciranja koje je brze i cjenovno prihvatljivije,
dobivaju se detaljne informacije o varijantama specifi¢énih gene za koje je pokazano da
uzrokuju bolesti ili predstavljaju visokorizicne gene. Kao pocetni materijal koristi se
genomska DNA izolirana 1z krvi pacijenta, $to je prednost s obzirom da je krv lako dostupan
materijal za analizu. Navedena metoda uz potvrdu klini¢ke dijagnoze, pomaze klini¢arima u
prognozi tijeka bolesti te vodenju lije¢enja, kao i u provodenju genetskog savjetovanja s
obiteljima. Od velike vaznosti kod upotrebe panela u dijagnosticke svrhe, svakako je
savjetovanje koje ¢e obuhvatiti sva klju¢na pitanja poput limita ovakvog testiranja, mogucih
rezultata, te implikacije panel sekvenciranja za pacijenta, a samim time i ¢lanove obitelj.
Napretkom genomike i razvojem genomskih tehnologija koje postaju sve pristupacnije i
prisutnije u laboratorijima diljem svijeta, ipak je ucinjen napredak u odnosu na prijasnje

dijagnosticke pristupe.
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2. HIPOTEZA

Genetske varijante lizosomalnih gena povezane su sa snizenom aktivno$cu autofagno-
lizosomalnog puta u bolesnika s Parkinsonovom boles¢u Sto dovodi do nakupljanja alfa-

sinukleina.

3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

3.1. OPCICILJ:

Glavni cilj ove studije je utvrditi temeljne genetske mehanizme koji dovode do lizosomalne
disfunkcije u bolesnika oboljelih od idiopatske Parkinsonove bolesti $to bi olakSalo shvacanje

uzroka nakupljanja kljuénog proteina alfa-sinukleina u nekim oblicima Parkinsonove bolesti.

3.2.  SPECIFICNI CILJEVI:

1. Konstruirati genomski panel koji se sastoji od 440 gena povezanih s lizosomalnim

putovima, neurodegeneracijom i alfa-sinukleinopatijama

2. Provesti sekvenciranje sljede¢e generacije obogacenih regija DNA uzoraka ispitanika

oboljelih od idiopatske Parkinsonove bolesti te kontrolnih ispitanika

3. Bioinformati¢ki odrediti specifi¢ne varijante genotipa/mutacije prisutne u ispitanika

oboljelih od Parkinsonove bolesti u odnosu na kontrolne ispitanike

4. Karakterizirati otkrivene mutacije u SH-SY5Y stani¢nim linijama pomocu utiSavanja

ekspresije gena
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Odabir ispitanika i prikupljanje uzoraka krvi

U istrazivanje je ukljuen 51 ispitanik obolio od PB i 20 zdravih kontrolnih ispitanika.
Ispitanici oboljeli od PB su izabrani i klini¢ki dijagnosticirani od strane neurologa na Klinici
za neurologiju Klinickog bolnickog centra Zagreb prema dijagnostickim kriterijima United
Kingdom Brain Bank Criteria (Tablica 4.1.). Zdravi kontrolni ispitanici takoder su izabrani u
Klinickom bolnickom centru Zagreb te ukljucuju dobrovoljce bez neuroloskih bolesti.
Ispitanici oboljeli od PB i kontrolni ispitanici upareni su po dobi i spolu. Svi potencijalni
ispitanici detaljno su informirani o svrsi i nainu provedbe istrazivanja te su dobili informirani
pristanak, prethodno odobren od svih nadleznih etickih povjerenstava. Ukljueni su u
istrazivanje samo ako su bili suglasni sa svim potrebnim postupcima. Niti jedan postupak nije

se proveo prije potpisivanja informiranog pristanka.
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Tablica 4.1. Dijagnosti¢ki kriteriji za postavljenje klinicke dijagnoze PB- United Kingdom

Brain Bank Criteria

1. Dijagnoza Parkinsonove bolesti
Bradikinezija
I najmanje jedno od sljedeceg:

a. rigor

b. tremor u mirovanju (4-6 Hz)

c. posturalna nestabilnost koja nije uzrokovana primarnom vizualnom, vestibularnom,
cerebelarnom ili proprioceptivnom disfunkcijom.

2. Kiriteriji iskljucenja za Parkinsonovu bolest
Povijest ponavljanih ishemijskih mozdanih udara s postupnim napredovanjem
simptoma PB.
Povijest ponavljanih ozljeda glave.
Povijest dijagnoze encefalitisa.
Okulogiri¢ne krize.
Neurolepti¢no lijecenje na pocetku simptoma.
Vise od jednog oboljelog rodaka.
Stabilna remisija simptoma.
Strogo jednostrane znacajke nakon tri godine.
Paraliza supranuklearne sfere.
Cerebellarni znakovi.
Rana autonomna ukljucenost.
Rana teska demencija s poremecajima pamcenja, jezika i praksije.
Pozitivan Babinski znak.
Prisutnost cerebralnog tumora ili hidrocefalusa na CTu.
Negativan odgovor na velike doze levodope (ako je isklju¢ena malapsorpcija).
MPTP ekspozicija.

3. Potporni pozitivni kriteriji za Parkinsonovu bolest. Tri ili viSe potrebnih za

dijagnozu odredene PB
Unilateralan nastup simptoma.
Prisutan tremor.
Progresivan tijek.
Trajna asimetrija koja zahvaca jace stranu prvih simptoma.
Odli¢an odgovor (70-100%) na levodopu.
Teska levodopom inducirana koreja.
Odgovor na levodopu u trajanju 5 ili vise godina.
Klini¢ki tijek od 10 ili viSe godina.

MPTP, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin

25




4.2. lzolacija DNA

Od svakog ispitanika uzeto je 5 ml krvi u epruvetu s EDTA (prema engl.
ethylenediaminetetraacetic acid, etilenediamintetraoctena kiselina) za izolaciju DNA.
Genomska DNA izolirana je modificiranom metodom isoljavanja upotrebom komercijalnog
kita (Gentra Puregene Blood Kit, Qiagen) prema uputama proizvodaca. Pri sobnoj temperaturi
3 ml periferne krvi odvojeno je u epruvetu od 15 ml (BD Falcon Centrifuge Tubes, BD
Biosciences) u koju je dodana otopina za lizu eritrocita (RBC Lysis Solution). Nakon
inkubacije smjesa je ohladena na ledu te je u hladnu otopinu dodano 1 ml otopine za taloZenje
proteina (Protein Precipitation Solution). Nakon centrifugiranja, supernatant koji sadrzi DNA
je prikupljen u distu epruvetu s izopropanolom (Sigma-Aldrich). DNA se talozila
centrifugiranjem 3 min na 2000G nakon ¢ega je pazljivo uklonjen supernatant. Istalozena
DNA se susila na sobnoj temperaturi 5-10 min, a potom je resuspendirana u 300 pl puferske
otopine (DNA Hydration Solution). Koncentracija i kvaliteta izolirane DNA utvrdile su se
pomocu spektrofotometra NanoDrop 2000 (Thermo) te fluorometra Qubit 4 (Invitrogen) te je
ocitan koeficijent opticke gustoce (OD, prema engl. optic density) 260/280. U daljnjim

eksperimentima koriStena je DNA ¢iji je OD bio 1,80+20%.

4.3. Panel sekvenciranje sljedece generacije

4.3.1. lzrada panela LYSOGENE

Panel za sekvenciranje sljedece generacije pod nazivom LYSOGENE konstruiran je na
temelju pretraZivanja literature te baze podataka Human Lysosome Gene Database (hLGDB).
Ukljuceni su relevantni geni povezani s PB, sinukleinopatijama, neurodegeneracijom,
autofagno-lizosomalnim putovima te lizosomima. Na temelju pretraZzenih podataka odabrano
je 440 gena (Tablica 4.2). Da bismo procijenili tehni¢ku varijabilnost, uzorke za sekvenciranje
smo pripremili upotrebom kompleta za pripremu biblioteke SureSelect (Agilent) i Nextera XT

(IMlumina).
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Tablica 4.2. Geni uklju¢eni u LYSOGENE panel

ABCA2 ATP6VOA4 | CTNS GGA2 KCNE1 NEU1 RNF13 TIAL1
ABCA3 ATP6VOB | CTSA GGA3 KCNE2 NEU4 RNF152 TLR3
ABCA5 ATP6VOC | CTSB GGH KIAAQ0226 | NPC1 RPTOR TLR7
ABCB9 ATP6VOD1 | CTSC GJAl KIAA0415 | NPC2 RRAGA TLR9
ABCC10 ATP6VOD2 | CTSD GLA KIAA1609 | NPPA RRAGB TMISF1
ACP2 ATP6V1A | CTSE GLB1 LAMP1 NSF RRAGC TMBIM1
ACPS5 ATP6V1B1 | CTSF GM2A LAMP2 OCA2 RRAGD TMEM127
ACPP ATP6V1B2 | CTSG GNALl1 LAMP3 OSTM1 SCARB1 TMEM175
ADA ATP6V1C1 | CTSH GNAI1 LAMTOR1 | P2RX4 SCARB2 TMEM192
ADAMS ATP6V1C2 | CTSK GNAI2 LAMTOR2 | P2RY?2 SCPEP1 TMEMS55A
ADRB2 ATP6V1D | CTSL1 GNAI3 LAPTM4A | PARK2 SELRC1 TMEM55B
AGA ATP6V1E1l | CTSL2 GNAQ LAPTM4B | PARKY SERINC2 TMEMG63A
AHNAK ATP6V1F | CTSO GNB1 LAPTM5 PCSK9 SFTPB TMEM74
ALDOB ATP6V1G1 | CTSS GNB2 LDLR PCYOX1 | SFTPD TMEMSA
ANKFY1 ATP6VIH | CTSW GNB4 LGMN PEBP4 SGSH TMEM9
ANKRD27 | AZU1 CTSz GNPTAB LHCGR PGCP SH3GL2 TMEM92
ANPEP BCL10 CUBN GNPTG LIPA PI4K2A SIAE TMEM97
ANXA11l BLOC1S1 | CXCR2 GNS LITAF PINK1 SIDT2 TOM1L1
AP1B1 BTD CYBASC3 | GOT1 LMBRD1 PLA2G15 | SLC11A1 TPCN1
AP1G1 C180RF8 DAGLB GPC3 LNPEP PLA2G4E | SLC11A2 TPCN2
AP1IM1 C190RF28 | DEPDCS GPLD1 LOC653653 | PLA2G4F | SLC12A4 TPP1
AP1M2 C1ORF85 DNAJC13 | GPR137 LRBA PLBD1 SLC15A3 TRIM23
AP1S1 C20RF18 DNAJCS GPR137B LRP1 PLBD2 SLC15A4 TRIP10
AP1S2 C70ORF28B | DNAJC6 GPR143 LRP2 PLD1 SLC17A5 TSPAN1
AP1S3 CAT DNASE1 GRN LRRK?2 PLD3 SLC26A11 | TSPANS
AP3B1 CCDC115 | DNASE2 GUSB M6PR PLEKHF1 | SLC29A3 TXNDC5
AP3B2 CCKAR DNASE2B | HEXA MAN2B1 PLOD1 SLC2A13 TYR
AP3D1 CCz1 DNM2 HEXB MAN2B2 PNPLA7 SLC2A8 UBAS52
AP3M1 CD164 DOC2A HGSNAT MANBA PON2 SLC30A2 UCHL1
AP3M2 CD1B DPP4 HLA-DMA MARCH1 PPT1 SLC36A1 UNC13D
AP3S1 CD1D DPP7 HLA-DMB MARCH2 PPT2 SLC37A3 UNC93B1
AP3S2 CD1E DRAM1 HLA-DOA MARCH3 PRCP SLC44A2 USP4
AP4B1 CD63 DRAM?2 HLA-DOB MARCHS8 PRDX6 SLC48A1 USP5
AP4E1 CD68 ECE1l HLA-DPA1 | MARCH9 PRF1 SMCRS8 USP6
AP4AM1 CD74 EGF HLA-DPB1 | MCOLN1 PRTN3 SMPD1 UVRAG
AP4S1 CECR1 ELANE HLA-DQA1 | MCOLN2 PSAP SMPD4 VAMP4
AP5B1 CHID1 ENPEP HLA-DQA2 | MCOLN3 PSAPL1 SMPDL3A | VAMP7
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APP CHIT1 ENPP1 HLA-DQB1 | MFSD1 PSEN1 SNAP23 VASN
AQP2 CLCN5 ENTPD4 HLA-DQB2 | MFSD8 PSEN2 SNCA VMA21
ARF1 CLCNG6 EPDR1 HLA-DRA MIOS PTGDS SNX16 VPS11
ARLSA CLCNY7 FAM176A | HLA-DRB1 | MMD RAB14 SORT1 VPS16
ARLSB CLN3 FGFR3 HLA-DRB5 | MON1B RAB27A | SPACA3 VPS18
ARRB1 CLN5 FLOT1 HPS1 MPO RAB2A SPG11 VPS33A
ARSA CLTA FLOT?2 HPS4 MTOR RAB4B SPHK?2 VPS33B
ARSB CLTB FNBP1 HPSE MYLPF RAB5C SPNS1 VPS35
ARSD CLTC FUCA1 HSPAS MYO7A RAB7A SPPL2A VPS36
ARSG CLTCL1 FUCA2 HYAL1L NAAA RAB9A SRGN VPS39
ASAH1 CLU GAA HYAL2 NAGA RAMP2 STARD3 VPS41
ASS1 COL6A1 GABARAP | HYAL3 NAGLU RAMP3 STARD3NL | VPS4B
ATP11A CP GALC IDS NAGPA RDH14 STS WDR11
ATP11C CPVL GALNS IDUA NAPA RILP STX3 WDRA41
ATP13A2 | CREG1 GBA IF130 NAPG RNASE1 | STX7Y WDR48
ATP6AP1 | CST3 GC IGF2R NAPSA RNASE2 | STXBP2 ZFYVEZ26
ATP6VOAL | CST7 GDAP2 IL411 NBR1 RNASE6 | SUMF1 ZNRF1
ATP6VOA2 | CTBS GGA1l ITM2C NCSTN RNASET?2 | TCIRG1 ZNRF2

Sekvence gena ukljucenih u panel LYSOGENE obuhvadaju kodirajuce regije gena. Geni

navedeni debljim slovima obuhvacaju i CDS+ 3'1 5' regije gena.
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4.3.2. Priprema biblioteka Nextera XT protokolom

Prvi korak u pripremi biblioteka jest provjera kvalitete i koncentracije izolirane DNA.
Pocetne koncentracije DNA izmjerene su spektrofotometrom NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific). Uzorci su zatim razrjedeni na koncentraciju od Sng/uL te je ponovno izmjerena
koncentracija, ovaj put na fluorometru Qubit (Thermo Scientific) kitom Qubit dsDNA HS
Assay (Thermo Scientific). Sljede¢i korak jest bila tako zvana tagmentacija DNA koja
podrazumijeva enzimatsko cijepanje DNA u fragmente veli¢ine priblizno 300pb. Da bismo
uklonili fragmente DNA neadekvatne duzine tagmentirana DNA je vezana magnetskim
Cesticama te je ispiran ostali, nevezani, sadrzaja. Nakon otpusStanja DNA s magnetskih Cestica
dodani su dvostruki indeksi kojima se imenuje svaki uzorak za daljnje raspoznavanje. Takva,
magnetnim cesticama proc¢is¢ena DNA je zatim amplificirana po sljede¢em protokolu: 72°C 3
minute, 98°C 30 sekundi, 10 ciklusa od: 98°C 10 sekundi, 60°C 30 sekundi, 72°C 30 sekundi
te konac¢no 72°C 5 minuta. Nakon ponovnog ispiranja zajednicki je pomijeSano 500ng svakog
uzoraka u zajedni¢ku skupnu biblioteku. Sljede¢im korakom izdvojeni su samo oni fragmenti
koji nose gene od naSeg interesa. U tu svrhu je dizajniran skup oligonukleotida za
amplifikaciju gena uklju¢enih u panele LYSOGENE. Nakon hibridizacije na 58°C s
oligonukleotidima slijedilo je odvajanje regija od interesa pomocu streptavidinskih
magnetskih cCestica, ispiranja te ponavljanja istog postupka. Nakon ispiranja dobiveni
fragmenati su amplificirani (98°C 30 sekundi, 12 ciklusa od: 98°C 10 sekundi, 60°C 30
sekundi, 72°C 30 sekundi te kona¢no 72°C 5 minuta).

Kvaliteta dobivenih biblioteka provjerena je koriStenjem kompleta za provjeru Agilent
Bioanalyzer HS DNA Kit na uredaju 2100 Bioanalyzer (Agilent), koji pokazuje veli¢inu i
koncentraciju uzoraka. Ukratko, ova metoda djeluje na principu elektroforeze koja se odvija
na plocici koja sadrzi set mikrokanala u kojima se DNA fragmenti razdvajaju ovisno o
veli¢ini. Na temelju veli¢ine fragmenata 1 koncentracije pripremljene biblioteke izracunata je
potrebna koli¢ina uzorka za razrjedenje od 4nM u SuL. Takva biblioteka je prije stavljanja u
uredaj denaturirana s 0,2N NaOH te razrijedena u hibridizacijskom HT1 puferu (Illumina) na

koncentraciju od 12pM.

4.3.3. Priprema biblioteka SureSelect QXT Target Enrichment protokolom

Za pripremu dijela biblioteka koriSten je 1 SureSelect QXT Target Enrichment Kit (Agilent)

prema uputama proizvodaca. Ovaj kit koristi pocetnu koli¢inu DNA od 50ng. Jednakim
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postupkom razrjedenja opisanim ranije svaki uzorak DNA razrijedio se na koncentraciju od
25ng/ul. Slijedio je postupak fragmentacije putem QXT Enzyme Mix 10 minuta na 45 °C.
Nakon zaustavljanja fragmentacije, DNA magnetskim ¢esticama AMPure XP bead (Beckman
Coulter) odvajeni su fragmente odgovaraju¢e veliCine te amplificirani po sljedecem
protokolu: 68°C 2 minute, 98°C 2 minute, 8 ciklusa od: 98°C 30 sekundi, 57°C 30 sekundi,
72°C 1 minuta te 72°C 5 minuta. Amplificirani uzorci su ponovno procis¢eni magnetnim
Cesticama te je provjerena kvaliteta 1 kvantifikacija uzoraka putem DNA 1000 Kita na
uredaju Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent). Za hibridizaciju biblioteke na dizajnirani panel
LYSOGENE za daljnje korake koriSteno je 1500ng DNA. Fragmenti su zatim hibridizirani i
umnozeni te su odvojene regije od interesa pomocu streptavidinskih magnetskih Cestica.
Sljede¢i korak jest bilo dodavanje dvostrukih indeksa kojima imenujemo svaki uzorak za
daljnje raspoznavanje te su uzorci ponovno proc¢is¢eni mangnetnim cesticama AMPure XP
bead (Beckman Coulter). Posljednji korak prije spajanja uzoraka u zajedni¢ku biblioteku bila
je provjera njihove kvalitete koriStenjem kompleta za provjeru Agilent Bioanalyzer HS DNA
Kit na uredaju 2100 Bioanalyzer (Agilent) te njihova kvantifikacija fluorometrom Qubit
(Thermo Scientific) kitom Qubit dsDNA HS Assay. Jednake koli¢ine svih pripremljenih
biblioteka pomijeSane su u zajednicku biblioteku finalne koncentracije od 10nM. Takva
biblioteka je razrijedena TE puferom na 4nM, denaturirana s 0,2N NaOH te konac¢no
razrijedena hibridizacijskim HT1 puferom (lllumina) na 12pM.

4.3.4. Sekvenciranje sljedece generacije

Biblioteke pripremljene opisanim postupcima su sekvencirane na MiSeq (Illumina) uredaju za
sekvenciranje sljedece generacije po uputama proizvodaca. S obzirom na tehnicke moguénosti
uredaja 1 veli¢ine LYSOGENE panela istovremeno smo sekvencirali po 12 uzoraka. MiSeq
uredaj u proto¢nim komorama istovremeno priprema, umnoza i sekvencira velik broj
klasterskih fragmenata DNA. Prije samog sekvenciranja, odnosno odredivanja slijeda
nukleotida, u istom uredaju se odvija generacija klonalnih klastera koja podrazumijeva
vezanje pripremljenih fragmenata DNA pomoc¢u umetnutih oligonukleotida te njihovo
umnazanje. Sekvenciranje na ovom uredaju prvenstveno radi na principu detekcije
fluorescencije. Nukleotidi koji se koriste tijekom sekvencioniranja oznaceni su razli¢itim
fluoroforima te oznacene baze postaju vidljive u trenutku komplementarnog vezivanja pa se
ova tehnologija naziva sekvenciranje sintezom (engl. sequencing by synthesis, SBS).

Sekvenciranje svakog fragmenta se odvija u oba smjera $to se naziva sekvenciranje uparenih
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krajeva (engleski paired-end). Tijekom obrade podataka dva ocitanja se spajaju na
preklapaju¢im krajevima u jedinstvenu sekvencu. Nakon paralelnog sekvenciranja svih

uzoraka i analize dobivenih podataka uredaj daje sirove podatke u .fastq formatu.

4.3.5. Analiza podataka sekvenciranja

Za analizu podataka sekvenciranja koriSteni su CASAVA 1.8.2 softver, SureCall softver
(Agilent), VariantStudio (Illumina) te Variant Interpreter (Illumina). U analizu su uklju¢ene
samo one varijante zadovoljavajuée kvalitete sekvenciranja te varijante koje se pojavljuju u
manje od 5% populacije. Zatim su isklju¢ene sve one varijante koje ne dovode do promjene u
aminokiselinskom slijedu te su kona¢no odvojene one varijante koje se pojavljuju iskljucivo

medu oboljelima od PB.

31



4.4, Potvrdni eksperimenti na stani¢nim linijama

Potvrdni eksperimenti na stanicnim kulturama provedeni su na Institutu Ruder Boskovi¢ u
Laboratoriju za istrazivanje neurodegenerativnih bolesti pod vodstvom doc.dr.sc. Silve

Katus$i¢ He¢imovic.

4.4.1. Stani¢ne Kulture

Za potvrdne eksperimente koristili smo SH-SY5Y i H4 stani¢ne modele. SH-SY5Y stanice su
humane neuroblastomske stani¢ne linije te ih je ustupio dr. sc. Sébastien Paillusson, koji radi
na Odjelu za bazi¢nu i klinicku neuroznanost na Kings College London. Radi se o SH-SY5Y
stanicama koje pojacano stabilno eksprimiraju aSyn ozna¢en EGFPom (prema engl. enhanced
green fluorescent protein, zeleni fluorescentni protein) te SH-SY5Y stanicama s endogenim
izrazajem aSyn. Dio eksperimenata utiSavanje izrazaja gena pomocu RNA interferencije
proveden je i na H4 stanicama (Odjel za eksperimentalnu neurodegeneraciju, SveuciliSte

Georg August Gottingen, Njemacka) koje su humanog neuroglijalnog podrijetla.

SH-SY5Y stanice su uzgajane u DMEM-F12 mediju (Sigma) uz dodatak 10%-tnog FBS-a
(prema engl. fetal bovine serum, fetalni govedi serum), L-glutamina (2 mM), penicilina (50
U/mL) i streptomicina (50 pg/mL), neesencijalnih aminokiselina, natrijeva piruvata te G418

(geneticin) (500ug/mL) u vlaznom okolisu temperature 37°C uz 5%-tni CO,.

H4 stanice su uzgajane u DMEM mediju (Sigma) uz dodatak 10%-tnog FBS-a u vlaznom
okolisu temperature 37°C uz 5%-tni COx.

Otopine koriStene u metodama provedenim na stani¢nim kulturama navedene su u tablici 4.3..
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Tablica 4.3. Otopine koriStene pri metodama provedenim na stani¢nim kulturama

Otopina Sastojci Otapalo

1M fosfatni pufer sa soli 0,2 M natrij-dihidrogen-fosfat (Na,HPO,;) H,0

(PBS) 0,2 M dinatrij-hidrogen-fosfat (NaH,PO,)
NaCl
Pufer za lizu stanica (RIPA)  150mM NacCl H,0

1% Nonidet P-40

0.5% Natrij deoksikolat (DOC)
0.1% SDS

50 mM Tris

2x BES pufer 50mM BES, natrijeva sol H.0
280mM NacCl
1.5mM Na2HPO4, 2H,0

Tris-EDTA pufer 10 mM Tris baza H,O
1 mM otopina EDTA
0,05% Tween 20

I-block I-block prah H.0
1M PBS
0,01% Tween 20

TBST pufer 25 mM Tris H,O
150 mM NaCl
0,1%-tni Tween 20

TAE pufer 48,49 Tris baze H,O
17,4AM GAC AC (prema engl. glacial
acetic acid)

2,920 EDTA
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4.4.2. Indukcija lizosomalne disfunkcije

U svrhu validacije uzro¢no posljedi¢ne veze lizosomalne disfunkcije i nakupljanja aSyn na
SH-SYS5Y stani¢nom modelu smo izazvali lizosomalnu disfunkciju te proucavali utjecaj na
nakupljanje aSyn. S druge strane, za analizu utjecaja aSyn na lizosomalnu disfunkciju
usporedivali smo lizosomalni status izmedu SH-SYS5Y stanica koje pojacano eksprimiraju

aSyn i SH-SY5Y stanica s endogenom ekspresijom.

Za analizu utjecaja lizosomalne disfunkcije na nakupljanje aSyn postupkom imunocitokemije
jedan uzorak od 50000 SH-SYS5Y stanica je 24 sata tretiran s 100 uM Leupeptinom (Sigma) i
5 mM NH,CI, a drugi uzorak je bio u istim uvjetima bez tretmana. Lizosomalna disfunkcija je
monitorirana fluorescentnom bojom LysoTracker Red (Invitrogen). Stanice su tretirane 80
minuta s 200 nM Lysotracker u stanicnom mediju, isprane dva puta s PBS (prema engl.
Phosphate-buffered saline, fosfatni pufer sa soli) te fiksirane. Radi postizanja jasnijeg prikaza
aSyn u stanicama stanice smo bojali primarnim protutijelom za aSyn c20 (Santa Cruz
Biotechnology, sc-7011-R) te sekundarnim anti-Rabbit protitijelom (Alexa Fluor 594)
(Tablica 4.5.). Stanice pripremljene postupkom imunocitokemije analizirane su konfokalnom
mikroskopijom opisanom dalje u tekstu.

Za analizu promjena na proteinskoj razini nakon jednakog tretmana sa 100 uM Leupeptinom i
5 mM NH,CI stanice su isprane s PBS te prikupljene u puferu za lizu (RIPA pufer) s dodanim
proteaznim inhibitorom. Nakon inkubacije od 30 minuta i centrifuge od 10 minuta na 16000G
odvojen je supernatant u kojem je izmjerena koncentracija proteina. Najbolji rezultati
elektroforeze aSyn monomera su postignuti s ukupnom masom proteina od 0,25 ug. Za
evaluaciju aSyn oligomera morali smo ih prvo odvojiti od aSyn monomera. Razdvajanje aSyn
monomera i oligomera provedeno je frakcioniranjem po topljivosti. Nakon jednakog
Leupeptin/NH,4Cl tretmana stanica kao i kod prethodno opisane analize, s razlikom veceg
formata, stanice su dva puta isprane hladnim PBSom. Nakon toga je na stanice dodan
1%Triton X (Sigma) s proteaznim i fosfataznim inhibitorima. Nakon sonikacije i
ultracentrifuge u trajanju od 30 minuta na 100000G odvojen je supernatant, odnosno triton
frakcija za analizu monomera. Za analizu oligomera pripremljena je SDS frakcija otapanjem
taloga u 2% SDS (Eurobio) otopini koja je dodatno sonicirana i ultracentrifugirana. Triton X
frakcija sadrzava monomere, dok SDS frakcija sadrzava oligomere. Osim lizosomalne
disfunkcije uzrokovane Leupeptin/NH4CI tretmanom, Koristili smo i tretman s 100 uM

PADK (prema Z-Phe-Ala-diazometilketon) koji inhibira katepsin B/L. Da bismo omoguc¢ili
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promjenu fenotipa produzili smo vrijeme djelovanja i Leupeptin/NH,4CI tretmana i PADK
tretmana na 48h. Razlika na proteinskoj razini analizirana je Western blot metodom opisanom
kasnije u tekstu.

4.4.3. Utisavanje izraZaja gena pomo¢u RNA-interferencije

U svrhu postizanja optimalnog utiSavanja gena koristili smo nekoliko metoda transfekcije
SiRNA. Sve siRNA su SMARTpool (Dharmacon). Kontrolna siRNA te siRNA za gene od

interesa otopljene su u vodi bez nukleaza u temeljnu otopinu koncentracije 10 uM.
Reverzna transfekcija lipidnom metodom

Nakon brojanja i razrjedivanja stanica na koncentraciju od 500000 stanica po mL stanice su
presadene u plocice s 24 bunari¢a za provjeru na razini RNA te u ploice sa 6 bunari¢a za
provjeru na razini proteina. Nakon toga je pripremljena transfekcijska smjesa od medija Opti-
MEM (Gibco) te transfekcijskog reagensa Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher) u omjeru
150:1. U plocice s 24 bunari¢a dodano je 150uL transfekcijske smjese, a u plocice sa 6
bunari¢a 750uL. U pripremljene bunarice je zatim dodana razrjedena siRNA do koncentracije
od 10nM. Nakon inkubacije od 15 minuta na sobnoj temperatu ri 15 minuta dodane su ranije
razrjedene stanice. U plocCice s 24 bunari¢a dodano je 350uL stanica, a u plocice sa 6 bunarica
ImL. Nakon 24h inkubacije na 37°C dodano je 350uL medija za rast SH-SY5Y stanica u
plocice s 24 bunaric¢a, odnosno ImL u plocice sa 6 bunari¢a. UspjeSnost dobivene transfekcije

analizirana je nakon 72h od pocetka transfekcije.
Elektroporacija

UtiSavanje gena elektroporacijom provodili smo u Laboratoriju za stani¢ne kulture 1 kulture
tkiva, Hrvatski institut za istrazivanje mozga, Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu.
Transfekcija SIRNA koje su specificne za ATP13A2 i ARSD gene te kontrolne SiRNA
napravljena je pomocu sustava NeonTM (Invitrogen) prema uputama proizvodaca. Sve
siRNA otopljene su u vodi bez nukleaza u temeljnu otopinu koncentracije 10 uM. Nakon
prikupljanja stanica u mediju, iste su centrifugirane 5 minuta na 1500 RPM na 4°C. Nakon
ispiranja stani¢nog taloga s PBS i brojanja stanica, ukupan broj od 5x10° stanica je ponovno
centrifugiran u istim uvjetima te stani¢ni talog ponovno ispiran u PBS. Konac¢no je stani¢ni

talog resuspendiran u 430 pL pufera R (Invitrogen) tako da koncentracija stanica bude 1 1x10°
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stanica po mL. Volumenu od 200 pL stanica resuspendiranih u puferu R dodano je 30uL
siRNA  (10ul/mL). Suspenzije su pokupljene posebnim nastavkom presvucenim zlatom
volumena 100uL te umetnute u epruvetu s elektrodom u koju smo dodali E2 pufer
(Invitrogen). Stani¢na suspenzija je zatim izlozena jednom udaru struje napona 1100 V
tijekom 50 milisekundi te rasprSena u 200 mL medija. Nakon inkubacije od 15 minuta na
37°C resuspendirane stanice su zasadene u ploCice s 24 bunari¢a za analizu na razini RNA te

plocice s 6 bunarica za analizu na razini proteina pomocu tehnike Western blot.
UtiSavanje izrazaja gena pomocu kalcijevog fosfata

Utisavanje gena metodom s kalcijevim fosfatom provodili smo na Odjelu za eksperimentalnu
neurodegeneraciju, SveuciliSte Georg August Gottingen, Njemacka. Dan prije transfekcije
stanice su zasadene u koncentraciji 7x10° stanica/mL u pljoskice T75 cm?® Reakcijska smjesa
se sastojala od 8ug siRNA, 0,25 M CaCl; te vode do volumena od 100uL. U zasebnoj
epruveti pripremljen je jednaki volumen 2xBES pufera te je kap po kap dodavana
SIRNA/CaCl, reakcijska smjesa uz neprestano mjeSanje. Nakon inkubacije od 20 minuta na
sobnoj temperaturi transfekcijska smjesa je polagano dodana na pripremljene stanice u plo¢ice
s 24 bunari¢a za analizu imunocitokemijom, u plocice s 12 bunarica za analizu na razini RNA

te plocice s 6 bunari¢a za analizu na razini proteina pomoc¢u tehnike Western blot.

4.4.4. Lentiviralna transdukcija s kratkim RNA ukosnicama

Za stabilno utiSavanje gena koristio se princip lentiviralne transdukcije s kratkim RNA
ukosnicama (shRNA, engl. short hairpin RNA). Za lentiviralno utiSavanje gena koristili smo
MISSION Lentiviral Transduction Particles (Sigma). Lentiviralni konstrukti navedeni su u
tablici 4.4. Dan prije transdukcije stanice su nasadene u plocicu s 24 bunari¢a u gusto¢i od
150000 stanica po bunari¢u. Na dan transdukcije stanicama je promijenjen medij te je dodan
reagens Polybrene (heksadimetrin bromid, Sigma) u koncentraciji od 8uL/mL. Lentiviralni
alikvoti su polagano odmrznuti na ledu te je stanicama dodan volume koji odgovara MOI 40
(prema engl. multiplicity of infection, multiplicite infekcije). MOI je broj transdukcije

lentivirusnih Cestica po stanici koji je izraCunat po sljede¢im formulama:
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Za izrac¢un MOI:

potreban broj TU = (ukupan broj stanica po bunaricu) x (Zeljeni MOI)

ukupno ml lentivirusnih cestica koje treba dodati u svaku jazZicu = (potreban broj TU) /
(TU/ml lentiviralnih cCestica)

TU transdukcijske jedinice

Nakon 24h od transdukcije stanicama je uklonjen medij s lentiviralnim cesticama te je
zamijenjen svjezim ugrijanim medijem. Sutradan je stanicama promijenjen medij s 2uL/mL
puromicina. Nakon 24h od promjene medija stanice su zasadene u plocice sa 6 bunariéa te je
svaka dva dana mijenjan medij s 2uL/mL puromicina. Istovremeno je mijenjan medij i

netretiranom uzorku stanica kao kontrola aktivnosti puromicina.

Tablica 4.4. Lentiviralne cestice koriStene za lentiviralno utiSavanje gena (MISSION

Lentiviral Transduction Particles (Sigma))

Naziv TU/mI
ATP13A2 TRCN00000504404 3,010’
ARSD TRCN0000051618 5,2*10'
LRBA TRCN0000148136 3,3*10’
GALC TRCN0000049499 8,9%10'
Kontrola 7,7%10°

TU transdukcijske jedinice
vektor je pLKO.1

4.4.5. Validacija krivulje toksi¢nosti polybrene za SH-SY5Y stanice

Za provjeru toksi¢nosti reagensa za poboljSanje ucinkovitosti transdukcije Polybrene
(heksadimetrin bromid, Sigma), stanice su zasadene u plocice s 24 bunari¢a u gusto¢i od
150000 stanica po bunaricu. Nakon 24 sata inkubacije na 37°C i 5% CO, stanice su u
triplikatu tretirane sa sljede¢im koncentracijama polybrene: 2, 4, 6, 8, 10 uL/mL, a dvama
triplikatima stanica je samo promijenjen medij. Nakon sljede¢a 24 sata inkubacije na 37°C u

vlaznom okoliSu s 5% CO; napravljen je LDH test toksi¢nosti, LDH-Cytotoxicity Assay Kit
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II (Abcam) prema uputama proizvodaca. Jednom triplikatu netretiranih stanica dodano je
50uL otopine za lizu stanica. Ovaj uzorak sluzi za detekciju intra- i ekstracelularne LDH
aktivnosti. Zatim je prikupljen medij svih uzoraka te centrifugiran 10 minuta na 600G pri
sobnoj temperaturi. Nakon rekonstitucije WST substrata dodavanjem 1,1mL ddH20
napravljena je LDH reakcijska otopina dilucijom WST otopine u LDH puferu. U plocice s 96
bunari¢a dodano je 10 pL supernatanta centrifugiranog medija te 100uL LDH reakcijske
otopine. Nakon inkubacije od 30 minuta na sobnoj temperature izmjerena je apsorbancija na
450nm. Niti jedna koncentracija polybrene se nije pokazala citotoksi¢na te smo se odlucili za

koncentraciju od 8uL/ml.

4.4.6. Validacija krivulje toksi¢nosti puromicina za SH-SY5Y stanice

Za provjeru toksi¢nosti puromicina stanice su nasadene u plocice s 96 bunaric¢a u gusto¢i od
22500 stanica po bunari¢u. Nakon 24 sata inkubacije na 37°C i 5% CO, stanice su u triplikatu
tretirane s navedenim koncentracijama puromicina: 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 10 uL/mL, a
jednom triplikatu stanica je samo promijenjen medij. Postupak promjene medija s
puromicinom razli¢itih koncentracija ponavljan je svakih 48h 7 dana. Zakljucili smo da je

najmanja koncentracija pri kojoj umiru sve stanice 2uL/mL puromicina.

4.47. Validacija uspjeha utiSavanja i utjecaja na lizosomalnu disfunkciju i

ekspresiju aSyn

Nakon utiSavanje izrazaja gena pomocu siRNA 1 lentiviralne transdukcije sa shRNA pratili
smo u¢inak na mRNA pomocu lancane reakcije polimerazom (PCR, prema engl. polymerase
chain reaction) u stvarnom vremenu (qPCR), u¢inak na proteinskoj razini metodom Western
blot, a lizosomalnu disfunkciju imunocitokemijom. Kao pozitivnu kontrolu utiSavanja
lizosomalnog gena koji dovodi do nakupljanja aSyn koristili smo utiSavanje ATP13A2
(PARK9) gena, mutacija kojeg dovodi do rijetkog nasljednog oblika PB, Kufor Rakeb
sindroma. Osim eksperimenata utiSavanja gena na SH-SY5Y stanicama proveli smo i
eksperimente kojima smo proucCavali uzro¢no posljedicnu vezu nakupljanja aSyn i
lizosomalne disfunkcije. Sva protutijela koriStena u ovim postupcima prikazana su u tablici
4.5.
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Tablica 4.5. KoriStena protutijela

Razrjedenje

Specificnost Proizvoda¢ Serijski broj Tip WB/ICC

aSyn (C20)  Santa Cruz sc-7011-R  Poliklonsko, ze¢ji IgG, anti- 1:1000
ljudsko 1:400

ATP13A2 Cell Signaling 5879 Poliklonsko, ze¢ji IgG, anti- 1:1000
ljudsko 1:400

ARSD Abcam ab81978 Poliklonsko, kozji 1gG, anti- 1:1000
ljudsko 1:400

GALC Sigma SAB1410476 Poliklonsko, ze¢ji IgG, anti- 1:500
ljudsko 1:400

BACTIN Cell Signaling  8H10D10 Poliklonsko, mi§ji IgG, anti-  1:10000
ljudsko

LC3 Sigma L8918 Poliklonsko, ze¢ji IgG, anti- ~ 1:500
ljudsko

LAMP1 Sigma L1418 Poliklonsko, ze¢ji IgG, anti-  1:1000
ljudsko

LRBA Atlas HPAO023597 Poliklonsko, ze¢ji IgG, anti-  1:100
ljudsko

Sekundarna protutijela

Imunocitokemija

Anti-misji Molecular Kozji 1gG, konjugirano s 1:400

IgG Probes Alexa Fluor 594

Anti-zecji Molecular Kozji 1gG, konjugirano s 1:400

[o[€] Probes Alexa Fluor 594
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Sekundarna protutijela

Western blot
Anti-misji BioRad
l9G

Anti-zedji BioRad
[o[€]

Anti-kozji BioRad
[o[€]

40

Kozji 1I9G

Kozji 19G

ZeCji 1gG

1:5000

1:5000

1:5000



4.4.8. Konfokalna mikrosokopija

Stanice pripremljene postupkom imunocitokemije analizirane su konfokalnom mikroskopijom
Leica TCS SP8 (Leica Microsystems), uz pripadajuci software LAS X. U ovom istrazivanju
snimanje uzoraka obojenih fluorescentnom imunocitokemijom je standardizirano i svi uzorci
su snimani pod istom ja¢inom lasera, duljinom ekspozicije, kontrastom i optickom debljinom.
Snimanje je provodio nezavisni znanstvenik mikroskopicar. Sve snimke uzete su pri
povecanju 40x, uz 0,75 opticko povecanje pod istim uvjetima ekspozicije, jacine lasera,
kontrasta i digitalnog offseta kako bi bile medusobno usporedive. Opti¢ka debljina reza u
svim snimkama iznosila je 1 pum, a obuhvatila je najjaci signal u danom preparatu.
Fluorescencija je stimulirana laserskom svjetlos¢u valne duljine 577 1 594 nm. Snimke nisu
digitalno obradivane prije postupka kvantifikacije. Kontrolni uzorci su snimljeni identi¢nim

postupkom.

4.4.9. Eksperimenti odredivanja razine proteina

Izolacija ukupnih stani¢nih lizata

Stanice su zasadene u koncentraciji 3x10° stanica/mL u plogice sa 6 bunari¢a. Nakon
inkubacije na 37°C i 5% CO, stanice su isprane u hladnom PBS-u i raspr$ene u puferu za lizu
stanica (RIPA pufer). Nakon 20-minutne inkubacije na ledu, stanice su prikupljene te odmah
centrifugirane tijekom 10 minuta na 14000G na temperaturi od 4°C. Izdvojeni nadtalog je

pospremljen na -20°C.
Odredivanje koncentracije proteina

Odredivanje koncentracije proteina provedeno je uz upotrebu komercijalno dostupnog
kompleta BCA protein Assay kit (Thermo Scientific) koji se temelji na redukciji Cu®* u Cu**
te kompleksiranju nastalog Cu'* s dvije molekule bicinkoni¢ne kiseline (BCA, od engl.
bicinchoninic acid) u produkt ljubiCaste boje. Prilikom svakog odredivanja koncentracije
proteina potrebna priprema standarda iz otopine BSA u razrjedenja kako slijedi: 0,1, 0,15, 0,2,
0,25, 0,3,0,51 1 pg/uL. U pojedine bunarice plocice s 96 mjesta naneseno je 200 pL smjese
koja se sastoji od BCA reagensa A i BCA reagensa B u omjeru 1:50. Zatim je u pripremljene
bunari¢e u duplikatu dodano po 25 pL svakog od razrjedenja BSA standarda te po 25 puL
prethodno pripremljenih uzoraka stanicnog lizata. Nakon inkubacije od 30 minuta na 37°C,
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odredena je apsorbancija na 562 nm pomocu automatskog cCitata mikrotitarskih plocica.

Koncentracija proteina odredena je prema izmjerenoj apsorbanciji BSA standarda.

Izvodenje SDS-poliakrilamidne elektroforeze

Kod SDS (natrij dodecil sulfat, prema engl. sodium dodecil sulphat) elektroforeze na
poliakrilamidnom gelu se razdvajaju proteini koji su prilikom denaturacije vezali SDS koji
poniStava njihov endogeni naboj te proteini tijekom elektroforeze migriraju na osnovu
molekularnih masa. Prijedeni put pojedinog proteina u gelu obrnuto je proporcionalan
logaritmu njegove molekulske mase. Uzorci proteina su denaturirani zagrijavanjem na 70°C
tijekom 10 minuta u puferu koji uz SDS sadrzi i Pmerkaptoetanol te bromfenol modrilo.
Koristeni su 6, 8 1 15% gelovi za razdvajanje proteina koji se sastoje od destilirane vode, Tris-
HCl-a (1,5 M, pH 8,8), SDS-a (10%), akrilamid/bisakrilamida (30%), amonijev persulfat
(10%) i TEMED-a (tetrametiletilendiamin) ( (10%). Pripremljena otopina ulivena je izmedu
dva stakalca te nadslojena propanolom. Nakon 15 minuta polimerizacije gela uklonjen je
propanol te je gel za razdvajanje proteina nadslojen gelom za sabijanje proteina (5%) koji za
razliku od prethodno opisanog gela sadrzi Tris-HCl-a (IM, pH 6,8). U jazice SDS-
poliakrilamidnih gelova naneseni su uzorci jednake mase proteina te je u sustavu za

elektroforezu Mini-Protean (Bio-Rad) omogucen protok struje napona 130 V.
Western blot prijenos i detekcija proteina

Proteini su sa SDS-poliakrilamidnog gela preneseni na PVDF membranu (Roche) pomocéu
sustava mini Trans-Blot (Bio-Rad). Membrane su prije kori$tenja aktivirane u metanolu. Gel i
PVDF membrana oblozeni su filter papirima i spuzvicama te uronjeni u pufer za prijenos.
Elektroprijenos proteina s gela na membranu proveden je tijekom 90 minuta pri stalnoj jakosti
struje od 200mA. Nakon prenoSenja proteina membrana je inkubirana u I-block otopini 30
minuta na sobnoj temperaturi kako bi se sprije¢ilo nespecifi¢no vezanje protutijela. Nakon
blokiranja, membrane su inkubirane tijekom no¢i na 4°C s odgovarajuéim primarnim
protutijelima (Tablica 4.5.) razrijedenim u I-block otopini. Nakon inkubacije, membrane su
isprane tri puta s TBST puferom te inkubirane u svjeze pripremljenom sekundarnom
protutijelu koje je razrijedeno (1:5000) u I-block otopini tijekom 90 minuta na sobnoj
temperaturi na rotiraju¢em stalku. Nakon inkubacije, membrane su ponovno isprane tri puta u
puferu TBST. Ocitavanje vezanja protutijela za membranu odredeno je pomocu pribora BM
Chemiluminiscence Blotting Supstrate (Roche). Kao kontrolu jednakog nanoSenja koliine

proteina, Koristili smo protutijela koja prepoznaju ukupni B-aktin ili GAPDH. Intenziteti
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signala odredeni su denzitometrijski pomocu raCunalnog programa Imagel te izraZeni u

relativnim jedinicama kao omjeri intenziteta signala.

4.4.10. Eksperimenti na RNA

Izolacija RNA

Izolacija RNA provedena je komercijalnim kitom RNeasy Mini Kit (Qiagen) prema uputama
proizvodaca. Stanice su prvo dva puta isprane s hladnim PBSom. Dodano je 700uL Qiazola
(Qiagen) te je slijedila inkubacija od 5 minuta na sobnoj temperaturi. Dodano je 140uL
kloroforma te nakon vorteksiranja i inkubacije od 3 minute uzorci su centrifugirani 15 minuta
na 12000G na 4°C. Na 350 pL gornje, vodene faze koja je odvojena u Cistu, prethodno
oznacenu epruvetu dodano je 525uL etanola (100%) te snazno protreseno. Zatim je 700uL
dobivene smjese dodano u filter kolumnu te centrifugirano na 8000G 15s, postupak je
ponovljen s ostatkom smjese. Na filter kolumnu je zatim dodano 700uL reagensa RWT te
ponovno centrifugirano na 8000G 15s. Postupak ispiranja ponovljen je dva puta s 500ulL
reagensa RPE. Procis¢ena RNA isprana je s filtera dva puta s 30uL vode bez RNAze.
Koncentracija i kvaliteta dobivene RNA odredena je pomocu spektrofotometra NanoDrop

2000 (Thermo) te na 2% agaroznom gelu.
Elektroforeza RNA na agaroznom gelu

Izolirana RNA provjerena je elektroforezom na 2% agaroznom gelu. Za pripravu gela,
agaroza (Promega) je pomijesana s puferom za elektroforezu TAE pufer (tris/acetat/EDTA
pufer). Nakon zagrijavanja u mikrovalnoj pe¢nici, smjesa je ohladena te su joj dodane dvije
kapi etidijeva bromida (10mg/mL). Nakon polimerizacije na gel su naneseni uzorci RNA te

se elektroforeza odvijala pod naponom od 90 V 45 minuta.
Prepisivanje RNA u cDNA

Za reverznu transkripciju koriSten je kit AffinityScript QPCR ¢cDNA Synthesis Kit (Agilent).
Izolirana RNA pojedinacnih uzoraka razrijedena je prema izmjerenim koncentracijama kako
bi u reakciju uslo ukupno 1pg RNA svakog uzorka. Reakcijska smjesa za prepisivanje RNA u
cDNA sastoji se od 10 pL cDNA Synthesis Master Mix (Agilent), 3 pL Oligo(dT) primera, 1
puL AffinityScript RT/ RNase Block Enzyme Mixture (Agilent) te 1 ug RNA te vode bez
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RNaza do volumena od 20 puL. Uzorci su inkubirani prvo 5 minuta na sobnoj temperaturi,
zatim 15 minuta na 42°C te je konacno zaustavljena sinteza cDNA na 95°C u trajanju od 5

minuta. Reakcijska smjesa se odmah stavila na led za neposredno koristenje za qPCR.
PCR u stvarnom vremenu (QPCR)

Reakcijska smjesa za qPCR pripravljena je od 12,5 pL Brilliant II QPCR Master Mix
(Agilent), po 1 uL svakog od para pocetnica (koristene pocetnice prikazane su u tablici 4.6),
8,5 uL vode bez nukleaza te 2 uL ¢cDNA iz prethodno opisane reakcije. Termalni profil
ukljucuje inkubaciju od 10 minuta na 95°C, 40 ciklusa od 30s na 95 °C, 1 minuta na 55 °C,
30s na 72 °C, slijedi 30s na 95 °C, 30s na 60 °C te 30s na 95 °C.
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Tablica 4.6. Poc¢etnice za qPCR

Gen Naziv primera | Sekvenca
ATP13A2 | ATP13A2 1F AGGGACATCAATAGATCCCCTC
ATP13A2 1R CACGACGTGATAGCCGATGA
ATP13A2 2F CCCCTACTATGGGTTCCAGG
ATP13A2 2R CCGCATGGACAACTTGACC
ARSD ARSD 1F AGGGTGTGAATTGTGCATCCC
ARSD 1R ACAGTCGTTTGTGAGCGTGAA
ARSD 2F TTCCTTCAGATCAGGCATGGA
ARSD 2R ACCCTGGTGCCATTTTCCTAT
GALC GALC 1F AGGGAACCTCACCATCATCA
GALC 1R GCTGTCAAGGAGCCATAGAGAA
GALC 2F TATTTCCGAGGATACGAGTGGT
GALC 2R CCAGTCGAAACCTTTTCCCAG
GAPDH | GAPDH 1F AGGTCGGAGTCAACGGATTTG
GAPDH 1R GTGATGGCATGGACTGTGGT
GAPDH 2F GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT
GAPDH 2R GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG
LRBA LRBA 1F AGCATACGGAATCTTCAAGTCTG
LRBA 1R CAGGACCATACTTCTGAGGCATA
LRBA 2F AAAGGTCTTGGCTATTCTGCTC
LRBA 2R GGTATCGCTAGTGTTGACAAACC
ACTB ACTB 1F CTGGAACGGTGAAGGTGACA
ACTB 1R AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA
ACTB 2F CCATCATGAAGTGTGACGTGG
ACTB 2R GTCCGCCTAGAAGCATTTGCG
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Pocetnice su dizajnirane iz slijeda nukleotida ispitivanih gena preuzetog s internetske stranice
Nacionalnog centra za informacije o biotehnologiji Nacionalne knjiznice medicine

Sjedinjenih Drzava, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ pomocu programa Primer3web, inacica

4.1.0, dostupan na internetskoj stranici http://primer3.ut.ee/. Svi parovi pocetnica dizajnirani

su kako bi obuhvatili mjesta spajanja introna i time bili neu¢inkoviti u umnazanju genomske

DNA (gDNA).

Rezultati usporedbe izrazaja mRNA prikazani su ACq metodom. Tom metodom se svaki
pojedinacni uzorak relativizira koriStenjem referentnog gena, u nasem slucaju actin beta.
Ocitani su kvantifikacijski ciklusi (Cq) za ciljne gene i referentne gene koji sluze za
normalizaciju rezultata. IzraCunata je razlika u Cq vrijednostima (ACq) izmedu ciljnog gena i

referentnog gena.

4,5,  Statisticka analiza

Prikupljeni podaci prikazani su opisnom statistikom, graficki i tabelarno. Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti + standardne pogreske te analizirani pomoc¢u Studentovog t-
testa (za usporedbu tretiranih stanica prema kontroli). Za sve testove uzeta je razina

vjerodostojnosti p < 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati sekvenciranja

Panel sekvenciranjem 440 gena smo u prosjeku dobili 2.545.197 ocitanja po uzorku
(1.830.662-3.686.265). U analizu su ukljuéene samo one varijante koje su bile
zadovoljavajuce kvalitete sekvenciranja. Prosjecno je otkriveno 1154 varijanti po uzorku
(622-1884) te prosje¢no 13 varijanti u 1. kategoriji (10-16), ukupno 25 razli¢itih. Zatim su
odvojene one varijante koje se pojavljuju u manje od 5% populacije te iskljuene sve one
varijante koje ne dovode do promjene u aminokiselinskom slijedu te su konacno odvojene one

varijante koje se pojavljuju isklju¢ivo medu oboljelima od PB (Slika 5.1.)

Filter kvalitete L f'ltf i '.Sk"u,ce"e | e Najznacajniji
frekvencija u sinonimne prisuten samou u )
(PASS) I populaciji <5% I promjene PB ispitanicima geni

| B ispitanici | pB ispitanici
* Varijante: 875 « Varijjante: 613
I * Geni: 277 * Geni: 234

PB ispitanici
* Varijante: 2210
* Geni: 373

PB ispitanici
+ Varijante: 396
* Geni: 208

Kontrolni ispitanici
+ Varijante: 321
* Geni: 147

Kontrolni ispitanici
* Varijante: 445
* Geni: 185

Kontrolni ispitanici
* Varijante: 1603
* Geni: 351

Slika 5.1. Graficki prikaz analize varijanti dobivenih sekvenciranjem LY SOGENE panela

Medu varijantama koje su prosle filtere kvalitete se ve¢ posebno istaknulo nekoliko gena ¢ije
su se varijante ceSc¢e ili isklju¢ivo pojavljivale medu oboljelima od PB (Tablica 5.1.). Te
varijante su ukljucene u veliki broj bioloskih procesa prvenstveno povezanih s katabolickim

procesima, stani¢nim transportom te lizosomalnom organizacijom (Slika 5.2.).
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Tablica 5.1. Varijante koje su prosle filtere kvalitete, a ¢esce ili isklju€ivo su se pojavljivale

medu oboljelima od PB
Gen Promjena Kromosom Lokacija RS broj Broj oboljelih kod
kojih se pojavljuje
mutacija

HLA- T>TIC 6 32634301  het/  rs1130373 12
DQOB1 hom
IDUA C>CIT, 4 994452 het/  rs3755954 12

C>TIT hom
HLA- C>CIG 6 32549525  het  rs16822698, 8
DRB1 rs111965977
DNAJC13 G>G/A 3 132257747 het/  rs6671 7

hom
HLA- C>C/IT 6 32713827 het rs1129956 7
DQA2
HLA- G>G/A 6 32634355  het/h rs36222083, 6
DQB1 om  rs1049072
HLA- A>A/C 6 32489707  het  rs41559714 6
DRB5
HLA- C>C/A 6 32489708  het  rs41556512 6
DRB5
HLA- C>CIG 6 32489745  het/h rs41548618 6
DRB5 om
SNCA CT>CT/C 4 90646686  het 6
ZFYVE26 A>AIT 14 68252852  het/h rs112787369 6
om
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ACP2

ATP11A
CHID1
DNAJC13

HLA-
DQB1

HLA-
DRB1

HLA-
DRB5

HLA-
DRB5

LRBA
MPO
OCA2

TMEM63
A

TMEMBS8A

GALC
GALC

GALC

C>CIT

C>CIT
C>CIT
A>A/IG

G>G/A

G>G/A

T>C/C

T>A/IG

G>G/A
C>C/A
G>G/A

C>CIT

T>TIC;
T>C/C
G>G/T
C>C/G

C>C/G

11

13

11

17

15

16

14

14

14

47267079

113485850

870467

132226100

32629146

32549588

32486344

32489933

151520216

56357818

28260053

226040404

426432

88459434

88459448

88459467

het/

hom

het

het

het

het/

hom

het

het/

hom

het/

hom

het

het

het

het

het/

hom

het

het

het

rs10838677

rs61741250

rs1127800

rs79953286

rs112517017

rs201929247

rs116408738

rs1071748

rs35879351

rs7208693

rs1800401

rs1009668

rs2071915

rs111976362

rs111887056

rs112992946
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ID Proces ukljuéen broj gena znadaj

G0:0016192 vezikularni transport 47 1.06e-17
G0:0006955 imunoloski odgovor 42 4.18e-15
G0:0019884 obrada antigena i prezentacija egzogenog antigena 17 6.34e-15
G0:0006810 stanicni transport 65 9.77e-15
G0:0002376 proces imunoloskog sustava 48 1.34e-13
G0:0002274  aktivacija mijeloidnog leukocita 24 9.66e-12
G0:0002478  obrada antigena i prezentacija egzogenog peptidnog antigena 14 1.17e-11
G0:0019886  obrada antigena i prezentacija egzogenog peptidnog antigena preko MHC klase Il 13 1.18e-11
G0:0051179  lokalizacija 67 2.71e-11
G0:0002443 imunitet posredovan leukocitima 24 3.85e-11
G0:0009056 katabolicki proces 39 3.97e-11
G0:0006887 egzocitoza 26 4.41e-11
G0:0043312 degranulacija neutrofila 21 1.15e-10
G0:0045055 regulirana egzocitoza 24 1.66e-10
G0:0007040 organizacija lizozoma 10 3.07e-10
G0:0007033  organizacija vakuola 12 6.17e-10
G0:0002263 aktivacija stanica uklju¢enih u imunoloski odgovor 22 8.08e-10
G0:0002252 imunoloski procesi 26 1.26e-09
G0:0044248  stanicni katabolicki proces 34 1.78e-09
G0:0046903  lucenje 27 4.50e-09

Slika 5.2. Varijante koje su prosle filtere kvalitete, a ¢esce ili iskljuc¢ivo su se pojavljivale

medu oboljelima od PB su ukljucene u veliki broj bioloSkih procesa prvenstveno povezanih s

katabolickim procesima, stani¢nim transportom te lizosomalnom organizacijom

a) slikovni prikaz povezanosti proteina kodiranih navedenim genima

b) tabli¢ni prikaz puteva u koje su ukljuceni
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Za one varijante koje su relativno Ceste u op¢oj populaciji, manje je vjerojatno da imaju
patogeni potencijal te je dogovorena granica ucestalosti potencijalno patogenih varijanti 5%.
Upravo zbog toga smo u daljnjoj analizi eliminirali sve varijante s veCom ucestalos¢u (Tablica

5.2; Graf 5.1.).

1000

100
| ‘ | “ |
o~ = = wn - o M~ = o 00 = ™~ < W - e - e
<§EE‘%5E£—'<EU§9u23m2<m§§ mgzwggﬁou>—gmvgzm oSﬁG%r"—QE‘EQ
SZ2RFEdSEEoGEEggaET S5 2 2RZZ2z028z=zx03Z8 TIE2209Y=E0850
<o g a0 300 I o EZOWIQQQQD—UZ—IIU}U-ZN<W o Ao mgmn-.-w—gn_::ﬂ-
== g = o o0 uouazu._._ a 1 1597 e R} o= n.n_n.%zn_u =~ = = = =
=4 =T (=) oZaa 0 g < = o ) (S w5
2 22353 = g g =
IT T W =

HPB mkontrolni ispitanici

Graf 5.1. Graficki prikaz usporedbe varijanti koje su prosle filtere kvalitete te se u populaciji

pojavljuju u ¢esce od 5% izmedu oboljelih od PB i kontrolnih ispitanika
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Tablica 5.2 Usporedba varijanti koje su prosle filtere kvalitete te se u populaciji pojavljuju u

cesce od 5% izmedu oboljelih od PB i kontrolnih ispitanika

frekvencija
udio u odnosu na
sve pronadene
varijante
omjer PB/kontrola
udio u odnosu na
pronadene varijante
iste skupine
skupina skupina skupina skupina
Gen PB| kontrola| Gen PB| kontrola| Gen PB kontrola] Gen PB| kontrola
ABCA2 10 1|DAGLB 8 olIDUA 2 0|PSEN1 g 0
0.26 0.03 0.21 0.00 0.05 0.00 013 0.00
90.91 9.09 100.00 0.00 100.00 0.00 100.00 0.00
0.35 0.10 0.28 0.00 0.07 0.00 017 0.00
ADAMSB 6 0| DEPDCS 3 2 LGMN 7 o| SCARB1 4 0
0.16 0.00 0.21 0.05 0.18 0.00 0.10 0.00
100.00 0.00 80.00 20.00 100.00 0.00 100.00 0.00
021 0.00 0.28 0.21 0.24 0.00 0.14 0.00
AP3B1 8 2|DNAJC1 9 4|LNPEP 4 0] SLC26A 4 0
0.21 0.05|3 0.23 010 0.10 0.00 0.10 0.00
80.00 20.00 69.23 30.77] 100.00 0.00 100.00 0.00
0.28 021 0.31 041 0.14 0.00 0.14 0.00
AP5B1 5 1|DNAJCG 2 0|LRBA 12 5| SMPD1 25 7|
013 0.03 0.05 0.00 0.31 0.13 0.65 0.18
83.33 16.67] 100.00 0.00 70.59 2941 78.13 21.88
017 0.10 0.07 0.00 0.42 0.52 0.87 0.73
ARSD 128 30|ENPP1 4 0|LRRK2 29 g| SNCA 32 q
33,33 0.78 0.10 0.00 0.76 0.16 0.83 023
81.01 18.99 100.00 0.00 82.86 17.14 78.05 21.95
445 3N 0.14 0.00 1.1 0.62 1.1 0.93
ATP11A 20 3|FGFR3 11 2|MF5D12 6 1| SPPL2A 6 1
052 0.08 0.29 0.05 0.16 0.03 0.16 0.03
86.96 13,04 84 .62 15.38 85.71 14.29 85.71 14.29
0.70 0.31 0.38 0.21 021 0.10 021 0.10
CLCN7 5 1|GGA2 4 0|MFSD38 4 0| STON1_ 10 3
0.13 0.03 0.10 0.00 0.10 0.00] GT 0.26 0.08
83.33 16.67 100.00 0.00 100.00 0.00 76.92 23,08
017 0.10 0.14 0.00 0.14 0.00 0.35 0.31
CLN5 8 1|GPR137 g 1|NPC1 6 0|TLR9 8 0
0.1 0.03 013 0.03 0.16 0.00 0.1 0.00
858.89 43050 83.33 16.67 100.00 0.00 100.00 0.00
0.23 0.10 017 010 021 0.00 0.28 0.00
CLTCL1 6 1|HLA_D 11 2| P2RY2 10 o| TMEM17 10 1
0.16 0.03|MA 0.29 0.05 0.26 0.00f? 0.26 0.03
85.71 14.29 84 62 15.38 100.00 0.00 90.91 9,09
021 0.10 0.38 021 0.35 0.00 0.35 0.10
COL6A1 7 1|HLA_D 13 3|PARK2 khl 11| TPCN1 g 1
0.18 0.03|MB 0.34 0.08 0.81 0.29 0.13 0.03
87.50 12.5 81.25 18.75 7381 26.19 83.33 16.67]
0.24 0.10 0.45 0.31 1,08 1.14 017 0.10
CTBS 7 1|HLA_DQ 13 4|PEBP4 7 p|USP4 5 0
0.18 0.03|A1 0.34 0.10 0.18 0.00 0.13 0.00
87.50 12.5 76.47 2353 100.00 0.00 100.00 0.00
0.24 0.10 0.45 0.41 0.24 0.00 017 0.00
CTSC 4 o|HLA_DQ 20 4|PLA2G4 5 o|VPS35 33 7|
0.10 0.00[A2 0.52 0.10[F 0.13 0.00 0.86 0.18
100.00 0.00 83.33 16.67 100.00 0.00 82.50 17.50
0.14 0.00 0.70 041 017 0.00 1,15 0.73
CUBN 8 1|HLA_DR 291 79| PNPLAT 23 5
0.21 0.03| B3 7.58 26 0.60 0.13
858.69 11,1 78.65 21.35 8214 17.86
0.23 0.10 10,11 5.2 0.80 0.52
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U daljnjoj analizi smo broj varijanti smanjili tako da smo iskljucili istoznacne varijante tj

varijante koje ne dovode do promjene u aminokiselinskom slijedu. Takvih varijanti je bilo je u

skupini oboljellih od PB bilo 613 (Tablica 5.3; Graf 5.2.)
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Graf 5.2. Grafi¢ki prikaz usporedbe varijanti koje su prosle filtere kvalitete, ¢eS¢e su od 5% te

dovode do promjene proteina izmedu oboljelih od PB 1 kontrolnih ispitanika
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Tablica 5.3 Usporedba varijanti koje su prosle filtere kvalitete, ¢es¢e su od 5% te dovode do

promjene aminokiselinskog slijeda izmedu oboljelih od PB i kontrolnih ispitanika

frekvencija
udio u odnosu na
sve pronadene
varijante
omjer PB/kontrola
udio u odnosu na
pronadene varijante
iste skupine
skupina skupina skupina skupina
Gen PB kontrola] Gen PB kontrola| Gen PB| kontrola] Gen PB| kontrola
ABCA2 3 0 CLTCL1 5 y gIS_A_DR 215 56 SERINC2 38 1
0.1 0 0.18 0,04 7.56 1.97] 1,34 0,39
100 0 83.33 16.67| 79,34 20,66 77,55 2245
0.14 0 0.24 0,14 10,11 7.82 1,79 1,54
ABCC10 4 1|CTBS 5 1|LRBA " 4|5GSH 4 1
0.14 0.04 0.18 0,04 0.39 0.14 0.14 0,04
80 20 83,33 16,67| 73,33 26,67 80 20
0.19 0.14 0.24 0,14 0.52 0.56 0.19 0,14
ACP2 3 0jCUBN 8 1|LRRK2 28 & SMPD1 25 7
0.1 0 0.28 0.04 0,98 0.21 0.88 0.25
100 0 88,89 "N 82,35 17,65 78,13 21,88
0.14 0 0.38 0,14 1,32 0.84 1,18 0,98
ADAMS 6 0|DAGLB 4 0|MFSD12 5 1| SMPD4 14 4
0.21 0 0.14 0 0.18 0.04 0.49 0,14
100 0 100 0 83.33 16,67) 7778 2222
0.28 0 0.19 0 0.24 0,14 0,66 0,56
AHNAK 13 4|DEPDCS 4 O|NAGLU 6 1| SNCA ki 9
0.46 0.14 0.14 0 0.1 0.04 19 0,32
76,47 23,53 100 0 85,71 14.29 LB 225
0.61 0.56 0.19 0 0.28 0.14 1,46 1,26
ANPEP 4 1|FGFR3 9 2|NPC1 5 0| SPPL2A 5 1
0.14 0.04 0,32 0.,07] 0.18 0 0.18 0,04
80 20 81.82 18,18 100 0 83,33 16,67]
0.19 0.14 0.42 0,28 0.24 0 0.24 0,14
AP3B1 7 2|GPR137 5 1|P2RY2 6 0| TMEM1T5 6 0
0.25 0.07 0.18 0,04 0.1 0 0.21 0
7778 2222 83,33 16,67| 100 0 100 0
0,33 0.28 0.24 0,14 0.28 ] 0.28 0
ARSD 73 18|HLA_DM 1 2|PARK2 K} 11|UNC93B1 4 1
2587 0.63|A 0.39 0.07] 1.9 0.39 0,14 0.04
80,22 18,78 84,62 15,38 73.81 26,19 80 20
343 251 0.52 0,28 1,46 1,54 0.19 0,14
ARSG 7 2|HLA_DM 13 3|PEBP4 4 0|VPS33B 4 0
0.25 0.07|8 0.46 on 0.14 0 0.14 0
7778 2222 81,25 18,75 100 0 100 0
0,33 0.28 0.61 042 0.19 0 0.19 0
ATP11A " 1|HLA_DQ 13 4|PSEN1 4 0|VPS35 33 7
0,39 0.04|A1 0.46 0,14 0.14 0 1,16 0,25
91,67 8.33 76,47 23,53 100 0 82.5 17.5
0.52 0.14 0.61 0,56 0.19 0 1,55 0.98
CLN5 4 1|HLA_DQ 169 56| SCARB1 4 0
0,14 0,04B1 5,94 1,97, 0.14 0
80 20 TR 24,89 100 0
0.19 0.14 7.95 8,82 0.19 0
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Daljnji korak jest bilo odvajanje samo onih varijanti koje se pojavljuju isklju¢ivo u oboljelih

od PB. Takvih varijanti je bilo 396 u 208 gena te su prikazane u tablici 5.4.

Tablica 5.4. Popis gena ¢ije se varijante pojavljuju iskljuc¢ivo u oboljelih od PB

Gen Ucestalost varijanti
HLA DRBS5 53

HLA DRBI 28

HLA DPBI 11

LRRK2 11

SNCA 11

LRBA 10

USP6
AP3BI
LRP2
ADAMS
AHNAK
ATP11A
CUBN
HLA DQBI
NAGLU
P2RY?2
PARK?2
TMEMI175
GBA
LRP1
MFSD12
NPCl1
VPS35
ABCCI10
ARSG
CLNS5
CLTCL1
CTBS
DAGLB
DEPDCS5
MYO7A
PEBP4
PSENI
SCARBI
SERINC2
VPS33B

—
()

B R T L ST S N SN SN S S S T 2 Y, BV, BV, BV, Bie) Sie) lie) i) i) Sile) e N e e N RN
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Kona¢no smo odabrali set gena ¢ije se varijante najsnaznije povezuju s lizosomalnom

disfunkcijom specifi¢no u oboljelih od PB (Tablica 5.5).

Tablica 5.5. Set gena ¢ije se varijante najsnaznije povezuju s lizosomalnom disfunkcijom

specifi¢no u oboljelih od PB

ARSD
IDUA
DNAIC13
GALC
LRBA
HLA-DRBS5
USP6

MPO
ABCA2
ATPI1A
CLNS5S
SMPD1
LRP2
ADAMS
AHNAK
Deblje su oznaceni oni geni €iji smo utjecaj na lizosomalnu disfunkciju 1 nakupljanje aSyn

evaluirali na staniénom modelu.
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5.2.  Evaluacija stani¢nih linija

Pocetni dio potvrdnih eksperimenata na stanicnom modelu jest bila evaluacija SH-SY5Y
stanica koje pojacano eksprimiraju aSyn oznacen EGFPom te optimizacija metoda prikaza
aSyn i lizosomalne disfunkcije. Za pocetak je bilo potrebno pokazati da stanice zaista
eksprimiraju aSyn, zatim istraziti postoji li razlika u lizosomalnom statusu izmedu stanica
koje pojacano eksprimiraju aSyn i onih s endogenom ekspresijom te usporediti aSyn u
stanicama kojima je tretmanom provedena lizosomalna disfunkcija i onima s urednim
lizosomalnim statusom. Ukratko, osim dokaza pojaCane ekspresije aSyn htjeli smo pokazati

uzro¢no posljedi¢nu vezu izmedu nakupljanja aSyn 1 lizosomalne disfunkcije.
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5.2.1. Lizosomalna disfunkcija uzrokovana leupeptin/NH,Cl tretmanom ne dovodi

do nakupljanja aSyn monomera

Imunocitokemijom je uspjesno potvrdena pojacana ekspresija EGFP oznacenog aSyn u SH-
SYSY stanicama (Slika 5.3.), no nije bilo moguce zakljucivati o razlikama u aSyn imedu
stanica s lizosomalnom disfunkcijom i stanica bez tretmana. Ovom metodom nije pokazana

razlika u lizosomalnom statusu izmedu stanica s nativnom i onih s pojacanom ekspresijom

asSyn.

EGFP

Bez

tretmana
Lysotracker Red
EGFP

Leupeptin/

NHA4CI

jl Lysotracker Red

Slika 5.3. Imunocitokemija. EV stanice endogeno eksperimiraju aSyn, a WT stanice pojacano
eksprimiraju aSyn oznac¢en GFPom. Nije vidljiva razlika u lizosomalnom statusu izmedu EV 1

WT stanica niti bez niti s tretmanom leupeptin/NH,CI

Analizom proteina nismo pokazali razliku u aSyn monomerima izmedu stanica tretiranih
leupeptin/NH,4CI i netretiranih stanica (Slika 5.4.). Time smo pokazali da Leupeptin/ NH4CI
tretman ne dovodi do nakupljanja monomera aSyn. Isto tako pokazali smo da u stanicama
koje pojacano nakupljaju aSyn nije prisutna pojacana lizosomalna disfunkcija u usporedbi sa

stanicama koje eksprimiraju normalne razine aSyn (Slika 5.5.).
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Slika 5.4. Nije pokazana razlika u ekspresiji aSyn monomeria izmedu stanica tretiranih
leupeptin/NH4CI i netretiranih stanica

Western blot, aSyn ¢20 protutijelo
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Slika 5.5. Prikaz lizosomalne aktivnosti u usporedbi stanica s nativnim izrazajem aSyn (1),
stanica koje pojacano eksprimiraju aSyn (2) i stanica koje pojacano eksprimiraju aSyn i
tretirane su Leu/NH,4CI | tretmanom.

Western blot, LC3 protutijelo
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5.2.2. Lizosomalna disfunkcija leupeptin/NH4CI tretmanom dovodi do nakupljanja

aSyn oligomera u stanicama koje pojac¢ano eksprimiraju aSyn

Budué¢i da nismo pronasli promjenu pod utjecajem lizosomalne disfunkcije na razini
monomera sljedeci cilj je bila analiza na razini oligomera. Frakcioniranjem stani¢nog lizata po
topljivosti aSyn monomeri su odvojeni u Triton X frakciju, dok su oligomeri sadrzani u SDS
frakciji. Triton X frakcija je ponovno pokazala da Leupeptin/NH4CI tretman ne dovodi do
nakupljanja aSyn monomera (Slika 5.6.). Ovom metodom frakcioniranja proteina po
topljivosti smo uspjesno prikazali oligomere u SDS frakciji te pokazali da Leupeptin/NH4CI
tretman dovodi do nakupljanja aSyn oligomera u stanicama koje pojacano eksprimiraju aSyn
(Slika 5.6.). Iako je PADK evidentno izazvao jacu lizosomalnu disfunkciju, samo smo za

Leupeptin/NH4CI tretman pokazali nakupljanje aSyn oligomera (Slika 5.6.).
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Triton X frakcija
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Slika 5.6. Prikaz Triton X i SDS frakcije ovisno o Leu/NH,Cl i PADK tretmanu.

Triton frakcija:

A. aSyn c20 protutijelo
B.LC3 protutijelo

SDS frakcija :

A. aSyn 505 protutijelo
B. aSyn c20 protutijelo

11 2 su bez tretmana, 3 su tretirane Leu/NH4CI tretmanom, a 4 i 5 PADK tretmanom;

Nakon 48 sati tretiranja stanica Leupeptin/NH,4CI ili PADK tretmana na stanice je dodan

1%Triton X s proteaznim i fosfataznim inhibitorima. Nakon sonikacije i ultracentrifuge

odvojen je supernatant, odnosno triton frakcija za analizu monomera. Za analizu oligomera

pripremljena je SDS frakcija otapanjem taloga u 2% SDS. Jednake koli¢ine proteina su

nanijete na dva paralelna gela (15%) za analizu triton frakcije te na 8% gel za analizu SDS

frakcije. Izrazaj aSyn monomera i oligomera analiziran je metodom Western blot. Kako

bismo potvrdili da je u svim uzorcima nanesena jednaka koli¢ina proteina, sve membrane su

naknadno inkubirane s protutijelom za B-aktin. Denzitometrijom je utvrden omjer intenziteta

signala proteina te je izraZen u relativnim jedinicama.
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5.3. Utisavanje gena

5.3.1. Validacija metoda utiSavanja izrazaja gena pomoc¢u RNA-interferencije

Eksperimentima utiSavanja gena putem siRNA na stanicama SH-SY5Y nismo dobili

zadovoljavajuée rezultate niti jednom od metoda utiSavanja. Usporedba rezultata utiSavanja

lipidnom metodom, kalcijevim fosfatom te elektroporacijom gena na SH-SY5Y stanicama

prikazana je na tablici 5.6.

Tablica 5.6. Prikaz rezultata utiSavanja ATP13A2 gena pomocu razliitih pristupa RNA-

interferencije na razini RNA. SH-SY5Y stanice

Metoda utiSavanja

UspjeSnost utiSavanja gena

Lipidne metode utiSavanja

RNAImax siRNA 5 nM 40,71%

siRNA 10 nM 55.12%

siRNA 20 nM 53.05%

Lipofectamine SiRNA 10 nM 58.79%
Utisavanje kalcijevim fosfatom | SiRNA 20 nM 55,2%
Elektroporacija SiRNA 50 nM 48,1%
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5.3.2. Preliminarni rezultati na H4 stanicama

Zbog nemogucnosti postizanja uspjeSnog utiSavanja gena na SH-SY5Y stanicama
preliminarne rezultate istraZivanja tranzijentnog utiSavanja gena RNA interferencijom smo
proveli na H4 stanicama. Da bismo pokazali utjecaj utiSavanja gena na aSyn, jedan uzorak
Stanica je istovremeno transficiran pomocu kalcijevog fosfata sa synT/synphilin plazmidom.
Najbolji rezultati su postignuti kombiniranom transfekcijom kod koje smo synphilin i synT
transficirali kalcijevim fosfatom, a siRNA lipofectaminom 3000. Utisavanje je bilo evidentno
na razini RNA kao i na razini proteina (Slika 5.7.). Nadalje, protutijelom protiv LAMP1 smo
prikazali blagu lizosomalnu disfunkciju uslijed utiSavanja ARSD gena, a kao pozitivhu
kontrolu smo Koristili lizosomalnu disfunkciju kao posljedicu utisavanja ATP13A2 gena
(Slika 5.7.). Na razini proteina je bilo tesko zakljucivati o nakupljanju aSyn monomera, no

imunocitokemijom smo pokazali ve¢i udio stanica s ve¢im brojem inkluzija stanica s vise od

5.
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Slika 5.7. Utisavanje ARSD gena u H4 stanicama:
a. Prikaz utiSavanja ARSD gena
b. Prikaz lizosomalne disfunkcije LAMPI antitijelom na H4 stanicama s utiS8anim ARSD i
ATP13A2 genom
1. trostruka transfekcija: SynT/Synphilin s kalcijevim fosfatom - kontrolna siRNA
transficirana putem Lipofectamine 3000
2. trostruka transfekcija: SynT/Synphilin s kalcijevim fosfatom - ARSD/ATP13A2
SiRNA transficirana putem Lipofectamine 3000
reverzna transfekcija: kontrolna siRNA transficirana putem Lipofectamine 3000
4. reverzna transfekcija: ARSD/ATP13A2 siRNA transficirana putem Lipofectamine
3000
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Slika 5.8. Prikaz aSyn inkluzija u stanicama transficiranin SynT/Synphilin te kontrolnom

siRNA (a.) te stanica transficiranih SynT/Synphilin i utiSanom ARSD ekspresijom (b.).

c. graficki prikaz broja stanica ovisno o broju aSyn inkluzija
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5.4. Rezultati stabilnog utiSavanja gena shRNA

5.4.1. Utisavanje GALC i LRBA gena dovodi do lizosomalne disfunkcije i

nakupljanja aSyn monomera

Utisavanjem LRBA i GALC gena metodom lentiviralne transdukcije gena shRNA dobili smo
odli¢ne rezultate utiSavanja, dok je za ATP13A2 kojeg smo Koristili kao pozitivnhu kontrolu
lizosomalne disfunkcije 1 nakupljanja aSyn ucinkovitost utiSavanja bila oko 30% (Slika 5.9.).
Imunocitokemijom smo prikazali lizosomalnu disfunkciju i uslijed LRBA i GALC utiSavanja
(Slika 5.10.). Analizom ekspresije aSyn monomera pokazali smo najjacu korelaciju utiSavanja

GALC gena i nakupljanja aSyn monomera (p<0,05, student t-test) (Slika 5.11.).
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Slika 5.9. Rezultati utisavanja LRBA, ATP13A2 i GALC gena metodom lentiviralne
transdukcije gena shRNA. Nakon uspostavljanja stabilne linije uspjeSno transduciranih
stanica, stanice su pokupljene, priredeni su stanicni lizati, jednake koli¢ine proteina su
nanijete u duplikatu te je izrazaj proteina analiziran metodom Western blot. Kako bismo
potvrdili da je u svim uzorcima nanesena jednaka koli¢ina proteina, sve membrane su
naknadno inkubirane s protutijelom za B-aktin. Denzitometrijom je utvrden omjer intenziteta
signala stanica transduciranih shRNA za ciljni gen (KD) i kontrolnom shRNA (CTRL) te je

izrazen u relativnim jedinicama.
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Slika 5.10. Prikaz lizosomalne disfunkcije uslijed utiSavanja ATP13A2, GALC i LRBA gena.

a. Imunocitokemija
b. Western blot
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Slika 5.11. Prikaz ekspresije aSyn monomera Western blot metodom. Nakon utiSavanja
LRBA, ATP13A2 i GALC gena metodom lentiviralne transdukcije gena shRNAstanice su
pokupljene, priredeni su stani¢ni lizati te je polpg proteina od svake stani¢ne linije u
duplikatu nanijet na 15% SDS-PAGE gel. Kako bismo potvrdili da je u svim uzorcima
nanesena jednaka koli¢ina proteina, sve membrane su naknadno inkubirane s protutijelom za
B-aktin. Denzitometrijom je utvrden omjer intenziteta signala stanica transduciranih shRNA
za ciljni gen (ATP13A2, GALC i LRBA) i kontrolnom shRNA (CTRL) te je izrazen u

relativnim jedinicama.
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6. RASPRAVA

6.1. LYSOGENE u konteksu monogentskih oblika PB

Dugo se smatralo da je PB jedna jedinstvena negenetska bolest. Medutim, danas se sve veéi
broj mutacija gena i varijanti povezuje s PB te se smatra da su mutacije uzrok u oko 2-3%
slucajeva PB s kasnim pocetkom te u preko 50% juvenilnih oblika kod kojih pretezno
govorimo o monogenskim bolestima. Juvenilni oblik PB javlja se u malom broju slu¢ajeva,
no pruza vazan uvid u patogenezu bolesti. Mutacije u nekoliko gena identificirane su kao
uzroci juvenilnog oblika PB s Mendelovim tipom nasljedivanja, a utvrduje se sve vise
¢imbenika rizika za idiopatski tip PB, ukljucujuéi polimorfizme u regijama SNCA, LRRK2
(76) i PSEN1 (34) gena. Najcesc¢e identificirani geni koji se nalaze u podlozi juvenilnog
oblika bolesti uklju¢uju SNCA (29), LRRK2 (76), PARKIN (PARK2) (77), DJ-1 (78) i PINK1
(79). U nase istrazivanje su ukljuceni samo oboljeli od idiopatskog oblika PB, no ipak smo
pronasli znatan broj heterozigotnih varijanti navedenih gena povezanih s juvenilnim oblicima
bolesti. Ukoliko se uzmu samo one varijante koje su prosle filtere kvalitete, one koje se u
opc¢oj populaciji pojavljuju u manje od 5% te one koje dovode do promjene aminokiselinskog
slijeda pronadeno je 8 mutacija SNCA gena i to u 22 pacijenta i 9 kontrolnih ispitanika. Od
toga je 6 varijanti bilo prisutno iskljuc¢ivo u oboljelih od PB. Jedna od pronadenih varijanti
bila je rs33988309 za koju je pokazana povezanost s demencijom s Lewyevim tjeleScima
(80). Za PARK2 gen smo opisali Cetiri varijante gena, od kojih je jedna opisana kao benigna
varijanta za juvenilni oblik PB. Osim toga, pronasli smo pet varijanti PINK1 gena u 9
pacijenata i u troje kontrolnih ispitanike. Od toga su dvije bile prisutne samo u pacijentima te
do sada nisu opisane u literaturi. Zatim je pronadeno 9 varijanti LRRK2 gena i to u 21
pacijentu i 6 kontrolnih ispitanika. Od toga je 6 varijanti bilo prisutno isklju¢ivo u oboljelih
od PB te su tri opisane kao benigne, a tri nisu do sada opisane u literaturi. Razumijevanje
funkcije gena mutiranih u nasljednim oblicima PB daje uvid u etiologiju bolesti i otkriva nove
putove u stani¢noj biologiji. Tako su genetske studije otkrile da proteini kodirani genima koji
su mutirani u autosomno recesivnom obliku PB, PINK1 i Parkin, sudjeluju u istim putovima
upravljanja kontrolom kvalitete mitohondrija, podupiru¢i prethodne dokaze da je oStecenje
mitohondrija uklju¢eno u PB (81). Mutacije u genu LRRK2 su prvi put identificirane u
obiteljima s autosomno dominantnim oblikom PB (76), no ubrzo je identficirano da se
mutacija G2019S (c.G6055A) nalazi ne samo u 5-6% slucajeva obiteljskog PB nego i u 1-2%

sluc¢ajeva sporadicnog oblika PB (82). Zanimljivost otkri¢ca ove mutacije jest da se time po
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prvi put uspostavilo nacelo za genetsku determinantu koja je Cesto ukljuena u sporadi¢ni
oblik PB (83) Ova mutacija je vrlo ¢esta u oboljelih od PB i iznimno rijetka u zdravih osoba,
no prevalencija znac¢ajno ovisi i o populaciji (83). Tako je prevalencija G2019S vrlo niska u
Aziji, niska u sjevernoj Europi, no visoka u Italiji, Spanjolskoj i Portugalu (83). Nagim
panelom nismo identificirali niti jednog ispitanika s navedenom mutacijom, no ova mutacija
je zanimljiva u kontekstu ovog istrazivanja jer su istrazivanja na G2019S varijanti dodatno
ukazala na vaznost autofagije u patogenezi PB. Naime, pokazana je aktivna uloga autofagije u
povlacenju neurita povezanom s ekspresijom mutiranog G2019S-LRRK2 u SH-SY5Y
neuroblastomskim stanicama (84). Daljnja istrazivanja koja su prvenstveno ukljucivala
GWAS pristup takoder su identificirala varijante LRRK2 gena kao ¢imbenike rizika za
sporadi¢ni oblik PB (85). Precizan mehanizam kojim varijante LRRK2 genske regije
doprinose riziku od bolesti nisu u potpunosti jasne, no pokazano je da su polimorfizmi
povezani sa sporadi¢nim PB prisutni uglavnom u promotorskoj regiji LRRK2 gena (86). Na
temelju toga je pretpostavljeno da te varijante ne mijenjaju strukturu proteina ili njegovu
funkciju nego mijenjaju razinu ekspresije gena, iako je te tvrdnje potrebno joS dodatno
istraziti na stani¢énim modelima (86). S druge strane, do danas je u LRRK2 genu pronadeno
viSe od 75 mutacija od kojih je sedam mutacija s promjenom aminokiselinskog slijeda
(G2019S, 12020T, N1437H, R1441G / C / H i Y1699C) opisano kao patogene za familijarni
oblik PB (87). Navedene mutacije su koncentrirane u sredi$njim katalitickim domenama, §to
ukazuje na bitnu ulogu GTPaze i1 kinazne domene u patogenezi PB. SrediSnja kataliticka
domena LRRK2 se sastoji od tri dijela, Roc (prema engl. Ras of complex proteins), COR
(prema engl. C-terminal of ROC) i kinaze. Medu Sest varijanti LRRK2 gena pronadenih medu
nasim pacijentima koje nisu bile prisutne u kontrolnim ispitanicima tri su varijante kodirale za
srediSnju kataliticku domenu (jedna za ROC, jedna za kinazu 1 jedna za COR) te jedna za

promotorsku regiju. Najcesca je bila ona za kinazu koja je pronadena u Cetvero ispitanika.
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6.2.  Bioloski putovi ukljuceni u patogenezu PB

Genetske studije su identificirale potencijalne rizi¢ne ¢imbenike koji su pomogli profilirati i
rasvijetliti bioloske putove uklju¢ene u patogenezu PB. Metaanaliza GWAS studija provedena
u najvecoj kohorti pacijenata oboljelih od PB i kontrolnih ispitanika do danas, identificirala je
17 novih znacajnih lokusa rizika, ¢ime je ukupni broj lokusa povezanih s PB presao brojku od
40 (73). Proveli su GWAS na 6.476 oboljelih od PB te 302.042 kontrolnih ispitanika, a potom
su napravili metaanalizu do tada objavljenih studija s vise od 13.000 slucajeva PB i 95.000
kontrolnih ispitanika te ukljucenih 9.830 preklapajucih varijanti (73). Analizom identificiranih
kandidatnih gena i1 njihove povezanosti s ve¢ otprije poznatim putovima ukljuCenim u
patogenezu PB, pokazali su da je vecina varijanti otkrivenih u oboljelih od PB ukljucena u
autofagno lizosomalni put (73). Uz otprije opisane gene GBA (glukocerebrozidaza) i
TMEM175 (transmembranski protein 175), otkrivena je povezanost jo§ tri gena s
lizosomalnim putem i to CTSB (katepsin B), ATP6VOAl (ATPaze H + Kkoji prenosi VO
podjedinicu Al) i GALC (galaktocerebrozidaza) te povezanost gena KAT8 (lizin
acetiltransferaza) za koji je pokazano da mijenjaju autofagni tijek (73). Svi navedeni geni
osim KAT8 su uklju¢eni u LYSOGENE panel te su pokazali pojaanu pojavnost varijanti u
oboljelih od PB u odnosu na kontrolne ispitanike. Od navedenih gena najzanimljivija razlika
je bila u GALC genu ¢iju ulogu smo dalje istrazili na stanicnom modelu. Nase istrazivanje
koje je bilo fokusirano upravo na gene autofagno lizosomalnog puta preciziralo je tvrdnju o
utjecaju varijanti gena na PB putem mehanizama razgradnje te smo pokazali da su otkrivene
varijjante u naSem istraZzivanju ukljuene u veliki broj bioloskih procesa prvenstveno

povezanih s katabolickim procesima, stani¢nim transportom te lizosomalnom organizacijom.

GWAS su definirale TMEM175 kao jedan od potencijalnih ¢imbenika rizika za PB. Na§im
panelom smo pronasli 6 razlicitih, do sada u literaturi neopisanih, varijanti TMEM175 gena u
5 pacijenata oboljelih od PB koje nisu bile prisutne u kontrolnih ispitanika. Jinn i suradnici
(88) su istrazili funkciju TMEM175 u neuronalnom modelu te potvrdili da manjak TMEM175
rezultira nestabilnim lizosomskim pH, $to je dovelo do smanjene lizosomalne kataliticke
aktivnosti, smanjene aktivnosti glukocerebrozidaze, smanjenja klirensa autofagosoma i
smanjenog mitohondrijalnog disanja. Isto tako, pokazali su izravnu povezanost nedostatka
TMEMI175 u primarnim neuronima Stakora i akumulacije fosforiliranih agregata aSyn
ukazujuéi na njegovu krucijalnu ulogu u patogenezi sinukleinopatija (88). Potpuno utiSavanje
ekspresije TMEM175 gena rezultiralo je smanjenom razinom proteina zrelih CTSD, CTSB i

LAMPI1, S§to upucuje na to da odsutnost TMEMI175 doprinosi ranoj dezintegraciji
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disfunkcionalnih lizosoma (88) NaSim istrazivanjem smo prikazali jednu varijantu CTSB gena
te jednu CTSD gena koje su bile prisutne u troje oboljelih od PB te nisu bile prisutna u
kontrolnim ispitanicima. TMEM175 jest lizosomalni K* kanal te je ovo istrazivanje potvrdilo
ulogu disregulacije ionskog prijenosa preko lizosomalne membrane u razvoju neuroloskih
bolesti. Vaznost regulacije ionskog transporta u lizosomalnoj funkciji u PB vidljiva je i na ve¢
spomenutom primjeru  LRRK2 gena, a pod utjecajem lizosomalnog pH jest i funkcija GBA,

jednog od najpoznatijih rizi¢nih ¢imbenika za PB opisanog u nastavku.

Isto tako, ve¢ otprije je poznato da poremecaj i ATP13A2 koji regulira prijenos kationa preko
lizosoma, dovodi do disfunkcije lizosomalne degradacije proteina i autofagosoma putem
oslabljenog lizosomskog zakiseljavanja (52, 89). Pokazano je da ATP13A2 igra ulogu u
metabolizmu Mn?* i Zn®*, mitohondrijskim putovima te autofagno lizosomalnim putovima
(90). ATP13A2 gen kodira za lizosomsku ATPazu odgovornu za odrzavanje intralizosomskog
pH 1 suzbija aSyn toksi¢nost §to je pokazano u C. elegansu, kvascu i primarnim neuronskim
kulturama. Mutacija ovog gena dovodi do juvenilnog oblika PB, Kufer Rakebove bolesti (59).
Temeljeno na istrazivanju provedenom od Usenovi¢ i suradnika (52), upravo je mutacija ovog
gena u naSem istrazivanju koriStena kao pozitivna kontrola lizosomalne disfunkcije koja
dovodi do nakupljanja aSyn. Oni su pokazali da gubitak ATP13A2 u humanim fibroblastima
od bolesnika s Kufor-Rakeb sindromom i mi$jim primarnim neuronima dovodi do smanjenja
lizosomalne funkcije. Pokazali su da tako izazvana lizosomalna disfunkcija dovodi do
akumulacije aSyn i toksi¢nosti u primarnim kortikalnim neuronima. Ta toksi¢nost je
atenuirana utiSavanjem endogenog aSyn sugeriraju¢i da gubitak ATP13A2 posreduje
neurotoksi¢nost, barem djelomic¢no, preko akumulacije aSyna (52). U dvoje pacijenata
oboljelih od PB pronasli smo istu heterozigotnu p.Thr953= (rs144557304) varijantu ATP13A2
gena koja je u literaturi opisana kao varijanta nejasnog klinickog znacaja za razvoj Kufer
Rakebove bolesti. Eksperimentima na H4 i SH-SYSY stani¢cnom modelu potvrdili smo da
utiSavanje ATP13A2 gena dovodi do lizosomalne disfunkcije te povecanog nakupljanja aSyn.
Lizosomalna disfunkcija je pokazana LAMP1 protutijelom na H4 stanicama te LC3
protutijelom na SH-SY5Y stani¢cnom modelu. Nakupljanje aSyn uslijed utiS8avanja ATP13A2
gena smo na H4 stanicnom modelu prikazali pove¢anim brojem inkluzija istodobno
transficiranih synT i synphilina. Nakupljanje u SH-SY5Y stani¢nom modelu s poja¢anom
ekspresijom aSyn bilo je evidentno na proteinskoj razini i evidentirano Western blot

metodom.
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Otkri¢e povezanosti mutacija u genu ATP13A2 s PB je izrazito znacajno jer predstavlja prvu
genetsku vezu izmedu lizosomalnih putova i parkinsonizma (89). lako njegova funkcija jo$
uvijek nije u potpunosti rasvjetljena vjeruje se da mutacije ATP13A2 gena ispoljavaju svoj
patogeni ucinak uzrokuju¢i gubitak funkcije ATP13A2 u lizosomima. Doista, proteinski
produkt mutiranog ATP13A2 gena je zadrzan u endoplazmatskom retikulumu, $to rezultira
nedostatkom ATP13A2 u lizosomima (89). Osim toga, pokazana je poviSena razina ATP13A2
glasnicke RNA (mRNA, prema engl. messenger RNA) u preostaloj SNpc dopaminergic¢kih
neurona iz uzoraka mozgova uzetih postmortem od oboljelih od sporadi¢nog oblika PB (54).
Isto tako, pokazano je znaCajno povecanje proteina ATP13A2 u SNpc 1 drugim podruc¢jima
mozga oboljelih od sporadiénog oblika PB (90). Sto se ti¢e utjecaja mutacija ATP13A2 gena
na lizosomalnu funkciju, usporedbom s kontrolnim fibroblastima, fibroblasti s mutiranim
ATP13A2 pokazuju nekoliko lizosomalnih promjena, kao S$to je oslabljeno lizosomalno
zakiseljavanje, smanjeno sazrijevanje lizosomskih enzima, smanjena razgradnja lizosomalnih
supstrata, povecana osjetljivost na lizosomalnu membranu permeabilizacije i defektni klirens i

naknadna akumulacija nerazvijenih autofagosoma (89).

Osim mutacija gena za same lizosome u oboljelih od PB otkriveno je i mnostvo varijanti gena
za vezikularni transport ukljucujuéi retromer komponente kao §to je VPS35 (55), LIMP2 Koji
je neophodan za usmjeravanje betaglukozidaze na lizosome (91) i LRRK2, koji mogu
fosforilirati i deregulirati Rab GTPazu da utjece na vezikularni transport (92). Zanimljivo je
da smo identificirali 5 (10,6%) pacijenata s varijantama VPS35 gena te ¢ak 10 (21,27%)
pacijenata s varijantama LRRK2 gena koje nismo pronasli u kontrolnoj skupini ispitanika.
Jedna od identificiranih varijanti VPS35 gena, rs199765664, koja je bila prisutna u dvoje
ispitanika je takoder opisana u jednoj studiji provedenoj na 12 ispitanika oboljelih od PB iz
male izolirane populacije ruralnog podrudja jugoistoénog dijela Ceske s do sada najveéom
incidencijom PB opisanom u Europi (93). Do danas su opisane brojne mutacije VPS35 gena
(D620N, P316S, R524W i L774M) koje su povezane s PB s kasnim nastupom, a analiza 144
pojedinca potvrdila je da su ukupne razine VPS35 mRNA u SNpc znacajno smanjene u
bolesnika s PB (94). VPS35 je najveca komponenta retromera, s kriticnom ulogom u
transportu endosoma do Golgievih tjeleSaca. Retromeri imaju srediSnju ulogu u recikliranju
membranskih proteina te su kljuéni u endosomalno-lizosomalnom transportu. Evolucijski
gledano, podruc¢je VPS35 gena je izrazito visoko konzervirana regija. ldentifikacija patogenih
mutacija VPS35 gena u oboljelih od PB daje jasnu genetsku podlogu uloge retromera u
patogenezi neurodegeneracije. Tako je primjerice poznato da nedostatak retromera u AB
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remeti Wnt signalni put i transport amiloidnim prekursorskim proteinom (APP), a povezan je
s povisenjem endogenog P amiloida. S druge strane, zanimljvo je da demencija nije izrazena u
bolesnika s parkinsonizmom i nositelja VPS35 p.Asp620Asn (95). Zbog evidentno vazne, no
jos uvijek nepotpuno istrazene, uloge retromera u neurodegeneraciji, istrazivanje VPS35
mutacija pruza platformu za otkrivanje mehanizama kojim defekt transporta odredenih
proteina utje¢e na selektivnu ranjivost dopaminergi¢kih neurona. Cini se da je endosomalna
trgovina zajednicki put koji je poremecen u neurodegenerativnim bolestima te bi
rasvjetljavanje uloge VPS35 i njegovih interakcija dodatno rasvijetlilo ulogu retromera ne
samo u PB nego i drugim kognitivnim i neurodegenerativnim bolestima (95). Prikazani
rezultati koji pokazuju ulogu mutacija vise gena ukljucenih u razli¢ite segmente autofagno
lizosomalnog puta dovode do zakljucka da vise varijanti amplificira disfunkciju opisanog

sustava razgradnje proteina (58, 96).
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6.3.  Uloga varijanti HLA kompleksa u patogenezi PB

Spomenuta GWAS metaanaliza koju su proveli Chang i suradnici (73) pokazala je takoder
vrlo kompleksnu povezanost HLA regije s PB. To je u skladu s prethodnom studijom koja je
sugerirala da je utjecaj promjena HLA regije na razvoj PB posredovan visestrukim
¢imbenicima HLA, ukljucujué¢i nezavisne regulatorne ¢imbenike (97). NaSim istrazivanjem
smo pokazali da su varijante gena HLA kompleksa izrazito zastupljene u oboljelih od PB te
smo pronasli ¢ak 51 varijantu gena HLA kompleksa prisutnu u oboljelih, a koje nisu bile
prisutne kod kontrolnih ispitanika. Te varijante su pokazane kod ¢ak 29 pacijenata (63,04%).
Tri varijante koje su pokazale najvecu razliku u zastupljenosti izmedu pacijenata i kontrolnih
ispitanika su sve iz HLA kompleksa te se redom radi o HLA-DRB5, HLA-DRB1 te HLA-
DPB1 genu. Zbog velikog broja blisko povezanih gena i njihovih poimorfizama, HLA je
jedna od najslozenijih regija u ljudskom genomu (97). Nasi rezultati su u skladu s brojnim

istrazivanjima koja su pokazala vezu izmedu imunoloski posredovanih bolesti i PB (85, 98,

99).

Hamza 1 suradnici (98) su pokazali snaznu povezanost PB i HLA regije, s vrSnom vezom
rs3129882 polimorfizma introna 1 HLA-DRA gena. No, zanimljivo, naSim istrazivanjem
nismo pokazali zna¢ajne varijante ovog gena. Razlog moze lezati u ¢injenici da je HLA-DRA
vrlo monomorfan gen (98). S druge strane, HLA-DRB lanci su vrlo varijabilni i povezani su s
brojnim poremecajima. U skladu s naSim rezultatima, GWAS studije su pokazale ukljucenost
ponajprije HLA-DRB5 gena u patogenezu PB (85). Interpretacija ove povezanosti je vrlo
slozena, tim viSe jer je lokus HLA-DRBS prisutan samo u otprilike 20% ljudi (99). Isto tako, i
za HLA-DRBL1 je opisana povezanost s PB. Dvije studije su pokazale da je HLA-DRB1
razlicito distribuiran u oboljelih od PB i kontrolnih ispitanika, s poja¢anom zastupljenoséu
DRB1*03 i smanjenom zastupljenos¢u DRB1*04 alela u slucajevima PB u usporedbi s
kontrolnim ispitanicima (99, 100). Od otkri¢a povezanosti HLA regije s PB provedena su
mnoga istrazivanja na tom podrudju. Tako je GWAS provedena u nizozemskoj populaciji
(772 slucajeva, 2024 kontrola) potvrdila povezanost PB s HLA te su pokazali najjacu
povezanost s rs4248166, takoder iz regije HLA klase II (101). Uklju¢enost HLA regije u PB
potvrdena je 1 metaanalizom Medunarodnog parkinsonskog genomskog konzorcija
(International Parkinson Disease Genomics Consortium IPDGC), koja je identificirala
chr6:32588205 u HLA klasi II regiji kao najznacajniji SNP u njihovom uzorku (85).
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Sva nova istrazivanja koja u¢vrS€uju znanja o povezanosti PB s HLA naglasavaju vaznost
imune komponente u etiologiji PB te vode boljem definiranju potencijalnih terapijskih ciljnih
mjesta. Ipak, vidljivo je kako svaki otkriveni lokus ima pojedinac¢no vrlo slab utjecaj na razvoj
bolesti, no razmotrimo li ih zajedno uz SNCA, MAPT i GAK, kumulativni u¢inak moze biti
znacajan (98). Pokazano je da u usporedbi s ispitanicima koji su imali jedan ili nijedan alel
rizika, rizik od PB je udvostrucen za pojedince koji su imali Cetiri alela rizika (OR = 2,49,
95% CI =1,79-3,47, p= 6,5 x 10-8), te je bio pet puta ve¢i kod pojedinaca koji su imali Sest
ili viSe alela rizika (OR = 4,95, 95% CI = 3,20-7,64, p = 5,5 x 10-13) (98). Ovi podaci
podupiru dugogodisnju predodzbu da je rizik od PB posljedica kumulativnih ucinaka
¢imbenika rizika sa skromnim pojedina¢nim ucinkom (98). Ovakav koncept u kojem postoji
mnostvo varijanti slabe penetracije sugerira da se etiologija idiopatske PB moze objasniti
medudjelovanjem nekoliko djelomi¢no penetrantnih mutacija koje konvergiraju u zajednicke

putove, povezane primjerice s autofagno lizosomalnim putom (96).
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6.4. Zajednicka genetska podloga lizosomalnih bolesti nakupljanja i PB

Iako se pretezno radi o bolestima dje¢je dobi, kod odredenih oblika lizosomalnih bolesti
nakupljanja kod kojih oboljeli dozive odraslu dob prominentan simptom jest
neurodegeneracija, upucujuci na vaznost uspjesne lizosomalne funkcije u aktivnosti neurona
(102). Autofagno lizosomalni putovi od presudne su vaznosti za odrzavanje normalne
neuronske homeostaze i funkcije. Stoga, bilo kakvo smanjenje njihovih funkcija moze
doprinijeti neuropatogenim procesima (102). Zanimljivo je da priblizno dvije trec¢ine oboljelih
od lizosomalnih bolesti nakupljanja ima izrazene barem neke neuroloske simptome (103).
Kako je 1 PB u osnovi bolest nakupljanja, brojna istrazivanja su se okrenula povezivanju ovih
dviju skupina bolesti. Ocita poveznica jest da je i kod mnogih lizosomalnih bolesti
nakupljanja prisutno nakupljanje aSyn (59). lako se smatra da nakupljanje aSyn ima klju¢nu
ulogu u patogenezi sinukleinopatija, molekularni mehanizmi akumulacije i razgradnje aSyn
nisu u potpunosti jasni. Identifikacija varijanti lizosomalnih gena u oboljelih od
neurodegenerativnih bolesti usmjerilo je istrazivanja na te putove. Tako je pokazano da
mutacije GBA gena rezultiraju smanjenom lizosomskom proteolitickom funkcijom i
akumulacijom aSyn (15). U slucaju mutiranog GBA gena, dolazi do nakupljanja njegovih
lipidnih supstrata koji izravno alteriraju agregaciju aSyn (15). Heterozigotne mutacije GBA
gena su najcesci genetski ¢imbenik rizika za razvoj PB (62). Pokazana je razli¢ita klinicka
slika oboljelih od PB s identificiranim heterozigotnim GBA mutacijama karakterizirana
ranijim nastupom bolesti te brzim napredovanjem motori¢kih simptoma (104). Uz to je
prisutno 1 izraZenije kognitivno oSte¢enje (105). U skladu s izrazenijim napredovanjem
motornih i nemotornih simptoma kod nositelja GBA mutacije, predlozen je i povecan rizik od
smrtnosti, no ovu hipotezu je potrebno potvrditi u vecoj populaciji (106). Nadalje, vjerojatnije
je da ¢e oboljeli od PB koji nose GBA mutacije napredovati do demencije. Isto tako pokazana
je jos§ izraZenija povezanost GBA muitacija s demencijom s Lewyjevim tjeleScima nego s PB
(107). S druge strane, zanimljivo je da do sada GBA nije povezana s drugim neuroloS§kim
bolestima nakupljanja poput tauopatija, kao $to su progresivna supranuklearna paraliza (PSP)
1 kortikobazalna degeneracija (CBD) (107). Najcesc¢e opisivane mutacije GBA gena pronadene
pri genskim probirima su p.N370S i p.L444P (107), dok su Gustavsson i suradnici (108)
generirali IPSC linije iz fibroblasta PB pacijenta koji nosi novootkrivenu varijantu p.R301C
GBA gena. Nasim istrazivanjem smo pronasli Sest razli¢itih varijanti GBA gena, od kojih je
cetiri pronadeno isklju¢ivo u oboljelih od PB. U jednog pacijenta je pronadena navedena

heterozigotna p.L444P (rs421016) varijanta, dok ostale pronadene varijante do sada nisu
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opisane u literaturi. Homozigotne GBA mutacije dovode do GB koja se javlja u tri klini¢ka
tipa: ne-neuropatska (tip I), akutna neuropatska (tip II) i kroni¢na neuropatska (tip III). Prema
tome su GBA mutacije kategorizirane kao blage ili teSke, ovisno o tome koji tip GB uzrokuju:
blage mutacije su one koji uzrokuju GB tip I, a teSke mutacije su one koje uzrokuju GB tipove
I i 1 (109). Korelacijom fenotipa prema genotipu ustanovljeno je da su mutacije koje
uzrokuju tezi GB fenotip, kao Sto je p.L444P mutacija, takoder povezane s povecanim
rizikom za razvoj PB, ranijom dobi pocetka bolesti kao i tezom kognitivnom disfunkcijom u
usporedbi s manje teSkim mutacijama (npr. p.N3708S) (106). Cilia i suradnici (106) su takoder
pokazali da kod nositelji GBA mutacija bolest nastupa u prosjeku 5 godina ranije te da je

¢esce prisutna pozitivna obiteljska anamneza na PB.

Nakon opisivanja snazne povezanosti GBA s PB i drugi geni koji se nalaze u podlozi
lizosomalnih bolesti nakupljanja su postali atraktivne mete za istrazivanje potencijalnih
¢imbenika rizika za PB (110). Istrazivanja su pokazala vezu PB s promjenama u SMPD1 genu
koji se nalaze u podlozi Niemann-Pickove bolest A i B (111), te s varijantama NPC1 gena
koji uzrokuje Niemann-Pickovu bolest tipa C (NPC) (112). S druge strane utjecaj pojedinih
varijanti gena kao S$to su NPC2, MCOLN1, NAGLU i ARSB je i dalje upitan (110). Ideja o
povezanosti NPC1 gena i PB lezi u preklapanju patoloskih promjena bolesti Niemann-Pick
tipa C i neurodegenerativnih bolesti. Naime, u obje bolesti je prisutan deregulirani transport
kolesterola s povecanim odlaganjem istog u neuronima (113). Isto tako, otkriveno je
odlaganje aSyn u mozgu oboljelih od NPC (114). Do sada su opisana tri slucaja
heterozigotnih nositelja varijanti NPC1 gena koje su povezali s PB (112). Analizom NPC1
varijanti u naSem uzorku pokazali smo da petero oboljelih od PB nosi varijante NPC1 gena
koje se pojavljuju isklju¢ivo u skupini oboljelih od PB, no nema preklapanja s do sada

opisanim varijantama.

U svrhu validacije utjecaja MCOLN1 gena na akumulaciju Lewyjevih tjeleSaca, Clark i
suradnici (111) su proveli genetsku asocijacijsku analizu na 231 uzorku autopsije mozga
oboljelih od demencije s Lewyjevim tjeleScima. Pokazali su 12 varijanti MCOLN1 gena koje
su bile znacajno povezane s neuropatoloskom dijagnozom demencije s Lewyjevim tjeleScima.
Nasi rezultati su otkrili dvije varijante tog gena koje su se javile isklju¢ivo medu oboljelima
ukljucujucéi varijantu rs73003348 koja se nalazi medu 12 opisanih varijanti. Sekvenciranjem
LYSOGENE panela dobili smo vrlo zanimljive rezultate i za NAGLU gen, naime cak 6
pacijenata (12,8%) nosi istu varijantu NAGLU gena koja nije opisana u zdravoj skupini. Ovo

je izrazito zanimljiv rezultat jer do sada nije definirana to¢na varijanta NAGLU gena koja bi
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doprinosila razvoju PB. NAGLU gen kodira za aN-acetilglukozaminidazu te homozigotna
mutacija ovog gena uzrokuje Sanfilippo sindrom. Povezanost PB i Sanfilippo sindroma
ustanovljena je otkri¢em akumulacije aSyn u kortikalnom tkivu postmortem uzoraka dvoje
oboljelih od ove bolesti nakupljanja (115) ¢ime je ojacana hipoteza da lizosomska disfunkcija
doprinosi nakupljanju aSyn. Radi se 0 autosomno recesivnoj neurodegenerativnoj bolesti
nakupljanja karakteriziranoj progresivnom motornom i kognitivnom disfunkcijom te smréu u
ranoj odrasloj dobi. Uzrokovana je nedostatkom u jednom od enzima lizosomalne razgradnje

glikozaminoglikana heparan sulfat, $to dovodi do akumulacije njegovih metabolita.

Nedavno objavljeno istrazivanje u Casopisu Brain takoder je pokazalo povezanost do sada
neopisanih varijanti gena koji dovode do lizosomskih bolesti nakupljanja s povecanim
rizikom od PB (110). U ovoj studiji analizirana je skupina od 1156 bolesnika s PB i 1679
kontrolnih ispitanika za varijante 54 lizosomalnih gena za koje je poznato da uzrokuju
pedijatrijske lizosomske bolesti nakupljanja te su identificirane nove varijante unutar CTSD
(katepsin D), SLC17A5 (sialin) i ASAH1 (kiselinska ceramidaza) gena. Vecina (56%)
bolesnika s PB imala je barem jednu vjerojatno patogenu varijantu u barem jednom od 54
analiziranih lizosomalnih gena, a 21% u vise alela (110). Nasim istrazivanjem smo pokazali
cak 396 varijanti 208 gena koje se u usporedbi sa zdravim ispitanicima pojavljuju iskljucivo u
oboljelih od PB. Od ova tri navedena gena identificirali smo jednu varijantu ASAH1 gena koja
je bila prsutna u oboljelog od PB, a nije bila prisutna medu zdravim ispitanicima. ASAH1 gen
kodira za acidnu ceramidazu, lipidnu hidrolazu odgovornu za razgradnju ceramida u sfingozin
i slobodne masne kiseline unutar lizosoma (116). Manjak ovog enzima uzrokuje nasljednu

lizosomsku bolest nakupljanja, Farberovu lipogranulomatozu.
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6.5. Lizosomalna disfunkcija i nakupljanje aSyn: dvosmjerna ulica?

Autofagno lizosomalni putovi igraju klju¢nu ulogu u razgradnji aSyn (117). Stoga je jedan od
ciljeva ovog istrazivanja bio pokazati da smanjena funkcija lizosoma moze dovesti do
agregacije aSyn 1 u odsutnosti mutacija koje povecavaju proizvodnju aSyn. U skladu s ovom
hipotezom, primijeceno je da se aSyn akumulira u nekoliko lizosomalnih bolesti nakupljanja
(59), Sto upuéuje da pacijenti s ovim bolestima mogu u nekom trenutku razviti
neuropatologiju povezanu sa sinukleinskim mehanizmima nalik onoj koja se javljaja u
oboljelih od PB i srodnih sinukleinopatija. U osnovi lizosomalnih bolesti nakupljanja lezi
gubitak funkcionalnih varijanti u genima koji kodiraju za lizosomalne proteine ili za proteine
ukljucene u transport do lizosoma, mitofagiju ili druge funkcije povezane s autofagijom $to
dovodi do lizosomalne disfunkcije i nakupljanja nedegradiranih metabolita (96). Medutim, u
nekim sluc¢ajevima lizosomalna aktivnost moze biti pogodena neizravnim putovima, kao $to je
mutacijom uzrokovano stvaranje agregata proteina. Jedna od takvih bolesti kod koje dolazi do
nakupljanja proteina jest PB. Povecana pozornost posveéena je aSyn kao kriti¢noj molekuli
koja potencijalno posreduje neurodegenerativne procese uzrokovane lizosomalnom
disfunkcijom. Mnoge studije ukazuju na ukljucenost lizosomalne disfunkcije u procesima
nakupljanja, iako mehanizmi koji posreduju agregaciju aSyn i neurotoksi¢nost ostaju nejasni
(102). Smatra se da je ta veza obostrana te agregirani oblici aSyn mogu vezati lizosome, ¢ime
ometaju njegovu aktivnost. Jedna od hipoteza koja objasnjava progresivni tijek bolesti jest da
disfunkcija razgradnje proteina rezultira nakupljanjem toksi¢nih vrsta aSyn, §to pak mozZe
dodatno sprijeciti njihovu vlastitu degradaciju, kao i1 degradaciju drugih supstrata, stvarajuci
tako zacarani krug neurotoksi¢nosti (118). Nasi rezultati su potvrdili da poremecaj lizosoma
uzrokuje nakupljanje aSyn. Indukcijom lizosomalne disfunkcije putem tretmana stanica
Leupeptinom i NH4Cl pokazali smo pojacano nakupljanje aSyn oligomera, dok je razina
monomera ostala nepromijenjena. Ovi rezultati su u skladu s rezultatima koje su dobili Lee i
suradnici (117). Naime, kako bi odredili da li se agregati aSyn mogu ukloniti putem
lizosomalne razgradnje tretirali su stanice koje su prekomjerno eksprimirale aSyn s razli¢itim
lizosomalnim inhibitorima. Tretman s Bafylomicinom doveo je do nakupljanja i Triton
topivih i Triton netopljivih agregata, dok je u razinama monomera zabiljezena mala promjena
(117). Katepsin I, inhibitor lizosomskih katepsin proteaza, takoder je povecao razinu aSyn
agregata, potvrduju¢i ulogu lizosomalnog puta (117). Nasuprot tome, tretman
makroautofagnim inhibitorom 3-MA nije doveo do promjene niti na razini oligomera ni

monomera (117). Nasi rezultati pokazuju da tretman leupeptinim dovodi do nakupljanja aSyn
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oligomera u Triton netopivoj frakciji, dok tretman Bafilomycinom dovodi do lizosomalne

disfunkcije pokazane metodom imunocitokemije.

Gledajuéi u suprotnom smjeru, postavlja se pitanje utjecaja samog aSyn na lizosomalnu
aktivnost. Mazzuli 1 suradnici (119) su pokazali da aSyn ometa klju¢ne komponente
vezikularnog prometa na ranom putu sekrecije, Sto rezultira poremecenim transportom
hidrolaza i smanjenom lizosomalnom funkcijom, no rezultati naseg istrazivanja nisu pokazali
tu vezu. Usporedbom SH-SYSY stanica s nativnom ekspresijom aSyn i onih s poja¢anom
ekspresijom nismo pokazali pojacanu lizosomalnu disfunkciju ovisno o razini aSyn. lako su
SH-SY5Y stanice vrlo vrijedan stani¢ni model PB vazno je naglasiti da su Mazzuli i1 suradnici
svoje rezultate ostvarili na homogenim dopaminergickim linijama sa stabilno pojacanom
ekspresijom aSyn (119). Pokazali su da akumulacija aSyn nije promijenila ukupnu stani¢nu
enzimsku aktivnost hidrolaza, ve¢ je uzrokovala znacajan pad specificno unutar kiselih
subcelularnih odjeljaka Zivih neurona (119). U ovom istraZivanju promjenu u lizosomalnom
statusu pratili smo putem Western blot analize LC3 protutijelom te imunocitokemijom
nativno putem Lysotrackera, LAMP1 i LC3 protutijela. KoriStena protutijela na membranske
proteine su posebno korisna u proucavanju morfologije i raspodjele vezikula. Odnos LC3-II:
LC3-I uobicajeno se koristi za mjerenje razine autofagosoma (120). Analizom LC3-1 i Il
omjera izmedu stanica koje pojacano eksprimiraju aSyn i onih s nativnim izraZzajem nismo
pokazali razliku u lizosomalnom statusu. Kao pozitivhu kontrolu lizosomalne disfunkcije
koristili smo NH4Cl/Leupeptin tretman koji je ocekivano pokazao poveéan LC3-1l: LC3-I
omjer. UtiSavanje GALC i LRBA gena je dovelo do smanjenja LC3-1 u odnosu na stanice s
transduciranim kontrolnim konstruktom, kao i povecanje p62. LAMP-1 i LAMP-2 su
transmembranski proteini lokalizirani specifi¢éno na lizosomalnim membranama. U ovom
istrazivanju smo LAMPI1 protutijelom potvrdili da utiSavanje ATP13A2 gena dovodi do
lizosomalne disfunkcije. Prikaz lizosomalne disfunkcije LAMP1 protutijelom uslijed
utiSavanja ekspresije ATP13A2 gena dao je bolje rezultate od prikaza utisavanja LC3

protutijelom.
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6.6. UtiSavanje GALC, LRBA i ARSD gena dovodi do lizosomalne disfunkcije i
nakupljanja aSyn

Sli¢nost pojedinih simptoma osoba oboljelih od nasljednih metaboli¢kih poremecaja poznatih
kao bolesti lizosomalnog nakupljanja te osoba s neurodegenerativnim poremecajima prvotno
je pokazana kod GB uslijed nedvojbenih preklapanja na genetskoj, stani¢noj te klinickoj
razini (59). No, rastom broja istrazivanja i druge bolesti su se pocele povezivati s PB. Tako su
Smith i suradnici (121) pokazali prisutnost aSyn proteinskih agregata u mozgu oboljelih od
Krabbeove bolesti kao i u misjim modelima te bolesti. Isto tako, ve¢ spomenuta GWAS
studija koju su proveli Chang i suradnici (73) je identificirala gen koji kodira za lizosomalni
enzim galaktozilceramidazu (GALC) kao jo§ jedan ¢imbenik rizika za PB. Mutacije ovog
gena uzrokuju rijedak nasljedni poremecaj lizosomalnog skladiStenja, Krabbeovu bolest.
Slicno kao GBA 1 GALC sudjeluje u metabolizmu ceramida. Gubitkom funkcije ovog enzima
dolazi do akumulacije ponajprije sfingolipidnog psihozina te posljedi¢ne progresivne
demijelinizacije sredi$njeg i perifernog zivcanog sustava (122). Pokazano je da psihozin in
vitro olakSava formiranje netopljivih aSyn agregata (121). Do sada je objavljeno samo jedno
istrazivanje koje dublje istraZzuje molekularne mehanizme agregacije aSyn uslijed mutacije
GALC gena (123). Abdelkarim 1 suradnici su pokazali da se psihozin uz to $to inducira
fibrilizaciju aSyn in vitro i izravno veze za njega kako bi inducirao njegovu agregaciju (123).
Korekcijom nedostatka GALC nakon genske terapije doveli su do eliminacije aSyn agregata i
amiloidnih inkluzija u mozgu Zivotinja. Ovi rezultati upucuju na to da korekcija GALC
aktivnosti i naknadno smanjenje psihozinske akumulacije nude novu terapijsku strategiju za
intervenciju u nekim oblicima agregacije aSyn (123). Na temelju analize genskih varijanti
oboljelih od PB i zdravih kontrolnih ispitanika ustanovili smo uniformniju pojavnost varijanti
GALC gena u oboljelih. Daljnjom analizom putem stani¢énog modela s utiSanom GALC
ekspresijom ustanovili smo da utiSavanje GALC gena dovodi do nakupljanja aSyn. Nasi
rezultati potvrduju povezanost GALC gena s PB. Bolje razumijevanje povezanosti GALC
mutacije i PB takoder bi otvorila vrata novim moé¢nim biomarkerima za identificiranje

podskupina pacijenata s rizikom za razvoj PB.

Na temelju opsezne analize genskih varijanti dobivenih panel sekvenciranjem 440 gena i
njihove razli¢ite pojavnosti izmedu oboljelih od PB i zdravih kontrolnih ispitanika osim
GALC gena odlucili smo na stani¢noj razini istraziti i utjecaj utiSavanja LRBA i ARSD gena na
lizosomalnu disfunkciju i nakupljanje aSyn. Pretrazivanjem varijanti LRBA gena prisutnih

samo u oboljelih od PB pokazali smo dvije varijante od kojih je jedna bila prisutna u pet, a
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druga u Cetiri pacijenta. Zanimljivo je naglasiti da pretrazivanjem literature nismo pronasli niti
jedno istrazivanje u kojem se ova dva gena povezuju s nakupljanjem aSyn niti s PB. LRBA
gen (prema engl. LPS responsive beige-like anchor protein) je ¢lan obitelji WDL-BEACH-
WD. Njegova ekspresija je inducirana u B limfocitima i makrofagima putem bakterijskih
lipopolisaharida (LPS). Kodirani protein se veze s protein kinazom A te moze biti ukljucen u
promet vezikula Sto pomaze u sekreciji i membranskom odlaganju imunoloskih efektorskih
molekula. Defekti ovog gena povezani su s poremecajem uobicajene varijabilne
imunodeficijencije-8 (common variable immune deficiency (CVID) (prema NCBI Gene) te
sindromom imune deficijencije i autoimunosti (124). Ovaj gen se nalazi na dugom kraku
Cetvrtog kromosoma na poziciji 31.3 (prema NCBI Gene). Sukladno nasim rezultatim,
Herrera i suradnici su pokazali smanjenu autofagnu aktivnost uslijed homozigotne mutacije
LRBA gena, no u B limfocitima (124). Pokazali su da B limfociti s nedostatkom LRBA imaju
znacajno smanjenu sposobnost induciranja autofagije kao odgovor na izgladnjivanje. Nadalje,
LRBA protein ima domene homologne proteinima koji vezu vezikule, ali njegova funkcija i
odnos u patogenezi bolesti nije poznat (124). Nedostatak LRBA rezultirao je smanjenom
autofagijom, Sto se pokazalo abnormalnom akumulacijom organela u B limfocitima. Ovo
opazanje je potvrdeno niskom kolokalizacijom LC3 s lizosomima. Ovi podaci upucuju na to
da LRBA ima ulogu u autofagiji i da povecana osjetljivost na apoptozu moze biti posljedica
neispravne autofagije (124). Isto tako poznato je da proteini koji sadrze BEACH domenu

reguliraju transport intracelularnim vezikulama (124).

O ulozi ARSD gena se takoder ne zna puno. Radi se o genu koji kodira za arilsulfatazu D koja
je Clan obitelji sulfataza. Sulfataze su neophodne za ispravan sastav kosti 1 hrskavice.
Kodirani protein je postranslacijski glikoziliran i lokaliziran u lizosomu. Ovaj se gen nalazi
unutar skupine slicnih gena arilsulfataze na kromosomu X. Povezani pseudogen identificiran
je u pseudoautosomalnoj regiji kromosoma Y. Zanimljivo je da smo ve¢ blagim tranzijentnim
utiSavanjem ekspresije ARSD gena u H4 stanicama pokazali lizosomalnu disfunkciju.
Istovremenom transfekcijom ovih stanica synT i sinfilinom potaknuli smo stvaranje aSyn
inkluzija te smo pokazali da je u stanicama s utiSanom ekspresijom ARSD gena veci broj

stanica s ve¢im brojem inkluzija.
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6.7. LYSOGENE u kontekstu vremena

Nedavne genetske i klinicke studije upucuju na jasan odnos izmedu nakupljanja aSyn i
simptoma bolesti. Varijante SNCA gena koje dovode do povecanog nakupljanja aSyn su
glavni ¢imbenik genetskog rizika za sporadi¢ni oblik bolest, dok duplikacije i triplikacije u
SNCA genu rezultiraju familijarnim oblikom PB (34). Osim toga, snizavanje ekspresije SNCA
u misjim modelima dovodi do djelomi¢nog poboljsanja patoloskih fenotipova, Sto dodatno
upucuje na ¢injenicu da ucinkovito uklanjanje aSyn predstavlja kljucni terapeutski cilj u
sinukleinopatijama (52). ASyn razgraduje i ubikvitin-proteasomski i autofagno-lizosomalni
put, no potonji je kljucan za uklanjanje agregiranog aSyn. Rezultati ovog istrazivanja su u
skladu s mehanicistickim istrazivanjima koja povezuju lizosomalne abnormalnosti s aSyn
toksi¢nosc¢u te nude nove mete za razvoj terapijskih lijekova za idiopatsku PB koji ciljaju
specificne komponente lizosomalnog sustava. Uz bolju definiciju genetskih mehanizama koji
leZze u podlozi PB, rezultati ovog istrazivanja upucuju na vaznu ulogu medudjelovanja vise
razlicitih djelomi¢no penetrantnih mutacija koje konvergiraju u zajednicke putove. Osim na
genetskoj razini, utjecaj lizosomalne disfunkcije na akumulaciju aSyn potvrden je i na
stani¢noj razini te je po prvi put uéinjena poveznica izmedu LRBA i ARSD gena i nakupljanja

aSyn te je potvrdena veza GALC gena s PB.
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. ZAKLJUCCI

Varijante HLA kompleksa igraju vaznu ulogu u patogenezi PB.

Analizom gena ukljucenih u lizosomalne bolesti nakupljanja pokazali smo razliitu
pojavnost varijanti u oboljelih od PB i zdravih ispitanika te ukazali na nove
potencijalno znacajne varijante gena.

Utisavanje ATP13A2 gena dovodi do lizosomalne disfunkcije te povecanog
nakupljanja aSyn.

Poremecaj lizosoma uzrokuje nakupljanje aSyn. Indukcijom lizosomalne disfunkcije
pokazali smo pojacano nakupljanje aSyn oligomera, dok je razina monomera ostala
nepromijenjena.

Po prvi put je opisana veza LRBA i ARSD gena s Parkinsonovom bolesti. LRBA i
ARSD geni uzrokuju lizosomalnu disfunkciju i dovode do nakupljanja aSyn.
Potvrdena je veza GALC gena s PB. UtiSavanje GALC gena uzrokuje lizosomalnu

disfunkciju i dovodi do nakupljanja aSyn.
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8. SAZETAK

Glavni patoloski znak Parkinsonove bolesti (PB) jest nakupljanje proteina alfa sinukleina
(aSyn) Sto sugerira da neucinkovita razgradnja proteina podloznih agregaciji igra vaznu ulogu
u patogenezi bolesti. Studije o rijetkim naslijedenim oblicima PB ukazale su na smanjenu
razgradnju aSyn putem autofagno-lizosomalnog puta (ALP) kao jednog od klju¢nih
mehanizama u podlozi PB. Kako bismo karakterizirali pretpostavljene genetske mehanizme
koji dovode do disfunkcije ALP-a u PB, proveli smo opseznu analizu genetskih varijanti
koriStenjem ciljanog panela za sekvenciranje pod nazivom LYSOGENE. LYSOGENE panel
sadrzi sveobuhvatni skup od 440 ALP srodnih gena, kao i gene prethodno opisane u
familijarnim oblicima PB, sinukleinopatijama i drugim neurodegenerativnim bolestima.
Identificirali smo znacajan broj varijanti ALP gena medu PB pacijentima u usporedbi s
kontrolnim ispitanicima, s 396 varijanti prisutnih isklju¢ivo u PB bolesnika. Ove varijante
ukljucene su u vise od 50 bioloskih procesa, ponajprije u putovima organizacije lizosoma,
transporta organskih tvari, abnormalne mijelinizacije i metabolizma sfingolipida. Suprotno
tome, varijante koje su pronadene iskljuivo u zdravih ispitanika nisu bile povezane sa
specifi¢nim bioloskim putovima. Na temelju podataka sekvenciranja, odabrali smo ARSD,
GALC i LRBA gene s najviSe zastupljenim genetskim varijantama kod pacijenata s PB i
istrazili njihove ucinke na lizosomalno oS$te¢enje, akumulaciju aSyn i neurotoksi¢nost
primjenom SH-SYSY stani¢nih linija koje stabilno eksprimiraju ljudski aSyn. Rezultati su
usporedeni s ucincima utiSavanja ATP13A2 gena za kojeg je opisano da dovodi do
nakupljanja aSyn. Nasi rezultati snazno upucuju na to da specificne varijante ALP gena mogu
doprinijeti lizosomalnoj disfunkciji u PB. Ovim istrazivanjem je po prvi puta opisana
povezanost utiSavanja ARSD i LRBA gena s nakupljanjem aSyn proteina te potvrdena
povezanost utiSavanja GALC gena s PB. Ovo istrazivanje je potvrdilo vezu izmedu

lizosomalnog oStecenja 1 akumulacije aSyn.
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9. SUMMARY

Genetic mechanisms of lysosomal dysfunction in Parkinson's disease

Antonela Blazekovié
Zagreb, 2019

Accumulation of misfolded proteins in the brain is the main pathological hallmark of
neurodegenerative diseases, including Parkinson’s disease (PD), suggesting that inadequate
clearance of aggregation-prone proteins plays an important role in the disease pathogenesis.
Studies on the rare inherited forms of PD have highlighted disturbed alpha-synuclein
clearance through the autophagy-lysosomal pathway (ALP) as a key mechanism leading to
PD. In order to characterize the putative underlying genetic mechanisms leading to ALP
dysfunction in PD, we performed comprehensive analysis of genetic variants in ALP genes in
PD patients using the custom LYSOGENE targeted next-generation sequencing panel,
containing a set of 440 ALP related genes, as well as genes previously implicated in familial
forms of PD. We identified a significant number of ALP gene variants among PD patients
when compared to control subjects. These variants were involved in over 50 biological
processes, with the greatest enrichment observed in categories of lysosome organization,
organic substance transport, abnormal myelination and sphingolipid metabolism. In contrast,
variants found exclusively in healthy subjects were not related to specific biological
pathways.

Based on the NGS data, we selected genes ARSD, GALC and LRBA with the most over-
represented genetic variants in PD patients and investigated their effects on lysosomal
impairment, alpha-synuclein accumulation and neurotoxicity using SH-SY5Y cell lines
stably expressing human alpha-synuclein.. The results were compared to the effects of the
knock-down of a known lysosome-related gene, ATP13A2, which causes a rare autosomal
recessive form of juvenile-onset atypical PD (PARK?9). Our knock-down experiments
described for the first time the association between ARSD and LRBA genes with the
accumulation of aSyn and confirmed the association between GALC gene and PD. This study

confirmed a link between lysosomal dysfunction and alpha-synuclein accumulation.

Keywords: Parkinson disease, autophagy-lysosomal pathway, next-generation sequencing
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