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1. UVOD

Mutacija je nasljedna promjena genetickog materijala. Evolucijski napredak vrste ovisi o
povremenoj sposobnosti gena da mutira. Postojanje varijabilnosti izmedu jedinki uvjet je za
opstanak zivih bi¢a pri ¢emu prezivljavaju one jedinke koje su najbolje prilagodene
novonastalim uvjetima. Mutageneza (proces nastajanja mutacija) moze biti (indukcijom ili
spontano) izazvana razli¢itim fizickim, kemijskim i bioloskim c¢imbenicima koje nazivamo
mutagenima.

Genske ili toc¢kaste mutacije promjene su u jednom ili vise nukleotida te uzrokuju
promjene DNA u tjelesnim i u generativnim stanicama. Somatske mutacije jo§ nazivamo
modifikacijama te najcesce nastaju kao posljedica djelovanja okoliSa. Primjer za takvu mutaciju
je mozaicizam koji je vidljiv u fenotipu (npr. mozai¢nost Sarenice oka, Sarolikost
listova i cvjetova). Somatske mutacije mogu takoder uzrokovati pojavu tumora jer dolazi do
nakupljanja velikog broja mutacija $to uzrokuje nefunkcionalnost tkiva i organa. Mutacije
somatskih stanica nisu nasljedne. Suprotno tomu, gametske mutacije nastaju u gametama te se
prenose na potomstvo. Ove mutacije su evolucijski vrlo znaCajne jer se prenose u nizu
sukcesivnih generacija. Genske mutacije mogu biti vrlo Stetne, mnoge su letalne. Razlog je taj
S§to geni utjeCu na ekspresiju razli¢itih proteina neophodnih za odvijanje glavnih biokemijskih
procesa.

Mutacije nastaju spontano ili su inducirane. Spontane mutacije najce$¢e nastaju
zbog gresaka u replikaciji DNA. U spontane mutacije spadaju bazna supstitucija (genske
promjene koje najcesc¢e obuhvacaju samo jedan nukleotidni par), mutacija nastala zbog pomaka
okvira ¢itanja (engl. frameshift) nastala uslijed adicije (umetanje jednog ili dva nukleotida ) ili
delecije (gubitak jednog ili dva nukleotida) nukleotida, duplikacija, inverzija (dio kromosoma se
rotira za 1809 te translokacija (izmjena dijelova izmedu nehomologa). Insercijom ili delecijom
tri nukleotida ne dolazi do pomaka okvira Citanja. Supstitucija moze uzrokovati i mutacije bez
ucinka na krajni produkt ekspresije gena jer vise kodona nosi informaciju za istu aminokiselinu.
Bazne supstitucije dijelimo na tranziciju (zamjena jednog para purin-pirimidin drugim parom
purin-pirimidin) i transverziju (zamjena para purin-pirimidin parom pirimidin-purin). Bazne
supstitucije mogu imati razli¢ite posljedice. Pogresne (engl. missense) su odgovorne za 45-50%

svih humanih patogenih mutacija, dok su besmislene (engl. nonsense), mutacije preuranjene
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terminacije, odgovorne za oko 11% svih humanih patogenih mutacija Postoje slucajevi kad
dolazi do zamjena treeg slova u kodonu $to naj¢eS¢e ne utjeCe na strukturu (redoslijed
aminokiselina) polipeptidnog lanca (tiha mutacija). Osim mutacija koje nastaju prilikom
replikacije, pod spontane mutacije jo§ spadaju tautomerizacija baza (spontani prelazak amino u
imino oblik), deaminacija gubitak amino skupine), gdje je naj¢eSc¢a ona na citozinu, te gubitak
baza (depurinacija i depirimidinacija).

Do induciranih mutacija moZe do¢i djelovanjem fizickih, kemijskih i1 bioloskih
¢imbenika. Fizicki ¢imbenici su temperatura i zraenje koje moze biti ioniziraju¢e (prodire u
zivu materiju) i neionizirajue (svjetlost, radiovalovi). Kemijski ¢imbenik je npr. kolhicin, a
bioloski su transpozoni (male sekvence DNA koje se mogu premjestati na razliite pozicije
unutar genoma).

Stopa mutacija jako varira od organizma do organizma, i od gena do gena. Stopa mutacija
u organizama s kratkim Zivotnim ciklusom je veca nego u vrsta s duljim zivotnim ciklusom.
Mutacije se mogu odvijati u dva smjera. Jedan je da idu iz normalnog u mutirano, a drugi je da
ide iz mutiranog u normalno, $to je rijetkost. Organizam je razvio veliki broj mehanizama koji
uklanja veé¢inu mutacija u kodiraju¢em, funkcionalnom dijelu genoma. Zbog toga najveéi dio
mutacija upravo nalazimo u nekodiraju¢im regijama, koji ¢ini vise od 98% ljudskog genoma, te
zbog tog one nemaju niti pozitivan niti negativan u¢inak na organizam (WEB 1). Mutacije mogu
imati pozitivan, negativan ili neutralan utjecaj na organizam. Vecina ljudskih urodenih bolesti
klinicki su bile opisane puno prije nego §to je billa poznata njihova geneticka osnova. Na osnovu
veceg broja pacijenata s istim tipom poremecaja, lijecnici su uspostavili dijagnozu temeljenu na
znaCajkama pojedine bolesti te su klasificirali razli¢ite poremecaje. Sekvencioniranje ljudskog
genoma uvelike je potpomoglo otkrivanju razli¢itih mutacija, pogotovo onih koje uvjetuju rijetke
bolesti te su takoder opisane uloge mnogih gena u funkcioniranju organizma, koje su do tada
bile nepoznate. Veliki broj bolesti upravo je uzrokovan mutacijama odredenog dijela humanog
genoma (Srinivas i sur., 2017). Funkcionalna istrazivanja pocela su otkrivati osnovne mehanizme
koji opisuju kako odredena mutacija utjeCe na razvoj bolesti. Detaljna istrazivanja pojedinih
mehanizama olakSat ¢e lijeCenje velikog broja bolesti i njihovo suzbijanje. Ljudske bolesti
uzrokovane mutacijom gena za koneksin, Huntingtonova bolest i cisticna fibroza uzrokovane su

promjenom funkcije odredenog proteina nastalom zbog mutacija gena.


https://bs.wikipedia.org/wiki/DNK
https://bs.wikipedia.org/wiki/Genom

2. OSNOVNI DIO

2.1. Ljudske bolesti uzrokovane mutacijom gena za koneksin

Mutacije deset razli¢itih gena za koneksin povezane su s pojavom 28 razlicitih bolesti.
Od tih bolesti osam ih je uzrokovano mutacijom koneksina (Cx)26, dok mutacija Cx43 dovodi
do pojave cak Sest razlicitih bolesti. Najveci broj bolesti uzrokovan je mutacijom Cx32. Upravo
zbog toga, najveéi broj istrazivanja se bavi tim genima. Napredovanjem same metode
sekvencioniranja olakSano je samo otkrivanje mutacija koje dovode do pojedinih bolesti, $to
takoder pridonosi rjeSavanju problema vezanih uz nepravilnosti razli¢itih koneksina (Srinivas i
sur., 2017).

Pukotinaste veze sastoje se od proteina koneksina i omogucéuju prolaz malim molekulama
izmedu susjednih stanica. Koneksin (Slika 1) je graden od Eetiri transmembranske domene, m1 -
m4, povezane s dvije transmembranske omce, el 1 - el 2, koje se medijalno spajaju. N i C
terminalni krajevi te omca koja povezuje m2 i m3 nalaze se na citoplazmatskoj strani plazma
membrane. Kod sisavaca koneksine kodira oko 13 visoko konzerviranih gena (Srinivas i sur.,
2017).

Slika 1. Grada koneksina (Preuzeto: C. Wagner 2008.)

U podrucju izmedu Golgijevog aparata i endoplazmatskog retikuluma koneksini tvore
polukanale (jos se nazivaju koneksoni) koji se sastoje od Sest koneksinskih monomera (Slika 2).
Polukanali se zatim transportiraju do plazma membrane, gdje se zadrzavaju kao funkcionalni
kanali ili bivaju transportirani do mjesta spoja dviju stanica gdje pronalaze susjedni polukanal te
zajedno s njim tvore pukotinaste veze (Slika 2). Polukanali tada postanu aktivni ili je pak njihova

aktivnost modulirana kemijskom promjenom koja uvjetuje prolazak malih molekula kao §to je
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Ca?*, ATP, glutamat ili NAD™ kroz stani¢énu membranu (Srinivas i sur., 2017). Ovisno o tipu
pukotinaste veze, molekule mogu ravnomjerno prolaziti u oba smjera, ili asimetri¢no, tako da ¢e
se kod nekih kanala molekule kretati u jednom smjeru brze nego u drugom smjeru. Kanali
pukotinastih veza nisu uvijek otvoreni. Sposobnost kanala da se otvori ili zatvori je djelomi¢no
omogucen Kkalcijevim ionima, koji induciraju reverzibilnu konformacijsku promjenu u
proteinskim jedinicama koje izgraduju tu vezu, $to dovodi do zatvaranja kanala na njegovoj
izvanstani¢noj povrsini. Citoplazmatski kraj svakog koneksona takoder se moze zatvoriti, ako je
potrebno. Ulazak odredenih molekula u stanicu dovodi do aktivacije signalne kaskade ili pak do

razlic¢itih fizioloskih odgovora.

|

Koneksin Konekson  Medustani¢ni kanal

Pukotinasta veza

' ‘ Membrana 1
»pukotina™
Membrana 2

Aksijalni kanal

Slika 2. Grada pukotinastih veza
( Preuzeto: Martinez i sur. 2009 )

Pukotinaste veze nalaze se na mnogim mjestima u cijelom tijelu. To ukljucuje epitel,
koji ¢ini pokrov na nasem tijelu, kao i u Zivcima, sréanim 1 glatkim misi¢i. Njihova primarna
uloga je koordinacija aktivnosti susjednih stanica. Na primjer, kada sve srane stanice moraju
ujednaceno kucati, pukotinaste veze omogucuju prijenos elektri¢nih signala izmedu stanica.
Kanali izgradeni od razli¢itih koneksina funkcionalno su drugaciji u pogledu propustanja

odredenih molekula, provodnosti te samom kontroliranju veze izmedu dviju stanica. Geneticka
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istrazivanja provedena na miSevima pokazuju da te funkcionalne razlike izmedu koneksina
imaju izrazito veliko znacenje jer je nemoguée nadomjestiti odredenu proteinsku varijantu ako
dode do njenog gubitka. Svaka stanica proizvodi vise od jednog koneksina, na primjer
keratinocite sintetiziraju ¢ak cetiri tipa koneksina, Cx26, Cx30, Cx30.3, Cx31 i Cx43.
Polukanali mogu biti izgradeni od samo jedne proteinske varijante koneksina (homomer) ili od
vise tipova (heteromer). Sama grada heteromera ovisi o sposobnosti razli¢itih koneksina da se
povezu. Ne mogu Se svi koneksini povezati jedni s drugima. Samo spajanje polukanala u
homomerne ili heteromerne pukotinaste veze je izrazito kompleksno. Slijed u el 2 domeni
odreduje kompatibilnost u samom spajanju izmedu pojedinih koneksina. Zbog tog, mutacija
samo jednog gena za koneksin utjece na mnoge tipove kanala, §to u konacnici moze dovesti do
razvoja razli¢itih tipova bolesti (Srinivas i sur., 2017).

Gluhoc¢a je djelomicni ili potpuni gubitak sluha i pojavljuje se u 1 od 1000
novorodencadi. Ovisnosti o mutaciji, gubitak moZe biti stabilan ili se moze vremenom sve vise
povecavati te se takoder moze izgubiti sposobnost primanja odredenih frekvencija zvuénih
valova (Srinivas i sur., 2017). Gluho¢a djeluje na govorne i spoznajne procese te zbog toga
predstavlja bitan javnozdravstveni problem (Zaputovi¢, 2007). Etiologija slusnog ostecenja je
vrlo raznolika, no dokazano je da je vise od polovice nepravilnost uvjetovano genetickim
¢imbenicima. Oko tre¢ine geneticki uvjetovanog oStec¢enja sluha nalazimo u sklopu razlicitih
sindroma, dok je u dvije tre¢ine gluhoca jedini simptom. Otkrivene su i mnoge mutacije gena
koje dovode do strukturnih ili funkcinalnih ostecenja §to je dovelo do znacajnog napretka u
proucavanju uloge genskih produkata u normalnom i poremecenom procesu prijenosa slusnog
signala (Barisi¢ i sur., 2004). Mutacije Cx26 sudjeluju u vise od 50% svih geneticki uvjetovanih
gluhoca te se sam sluh moze djelomicno ili u potpunosti izgubiti. Mutacije gena GJB2 (engl.
Gap Junction Protein B) koji kodira Cx26 su Ceste kod ljudi. Ve¢ina Cx26 mutacija uzrokuju
pojavu nesindromske gluhoce, koja moze biti autosomno recesivna DFNB1A (autosomno
recesivnu nesindromsku gluhod¢u) ili autosomno dominantna DFNA3A (autosomno dominantnu
nesindromsku gluho¢u). Nesindromsko oste¢enje sluha nasljeduje se u oko 80% slucajeva
autosomno recesivno, u 18% autosomno dominantno, a oko 2% pripada X-vezanom i
mitohondrijskom tipu nasljedivanja. Autosomno recesivni oblici gluho¢e obi¢no su tezi i
prelingvalni (dijagnosticiraju se prije razvoja govora), dok su autosomno dominantni oblici

obi¢no blazi, postlingvalni i progresivni. Ipak neki recesivni geni mogu uzrokovati gluho¢u koja



se javlja kasnije (DFNB2 - MYO-7A, DFNB8/10 — TMPRSS3, DFNB16 — STRC), a neki
dominantni gluho¢u koja se javlja u prelingvalnoj fazi (DFNA3 i DFNAS8/12). Mutacijom Cx26
moze doc¢i do pojave ¢ak pet oblika gluhoce koje su popracene drugim simptomima kao §to je
bolest koze (Srinivas i sur., 2017) .

Mutacije u samo jednom lokusu DFNB1 (13912) uzrok su ¢ak polovice svih autosomno
recesivno nasljednih nesindromskih osSte¢enja sluha. Gen DFNB1 (GJB2) kodira koneksin Cx26
koji je sastavni dio pukotinastih veza (Barisi¢ i sur., 2004). Gen GJB2 sastavljen je od dva
eksona kao i veéina gena koji kodiraju za koneksine. Ekson 1 je nekodirajuéi, stoga je cijela
kodirajuca regija smjeStena u eksonu 2 koji je odvojen od 5' - netranslantirane regije intronom
promjenjive veliCine. Ekson 2 duzine je 681 pb i prevodi se u protein izgraden od 226
aminokiselina. Opisano je vise od 220 varijanti gena GJB2 koje su temelj razvoja poremecaja
ARNSHL (engl. autosomal recessive non-syndromic hearing loss). Mutacije 35delG (delecija
jednog gvanina), W24X (gubitak triptofana na poziciji 24) i L90P (zamjena leucina prolinom na
poziciji 90) opisane su kao uzrok ARNSHL, dok su mutacije V371, R127H i V1531 ponekad
opisane kao polimorfizmi (Baysal i sur.' 2008). Recesivna mutacija 35delG najucestalija je u
populaciji europskog podrijetla. Mutacija 35delG uzrokuje pomak okvira ¢itanja. Delecija jednog
gvanina u slijedu od Sest, od nukleotidnog mjesta 30 do 35, rezultira stvaranjem preuranjenog
kodona stop na nukleotidnom polozaju 38. Posljedica je stvaranje nefunkcionalnog protein (van
Eyken i sur., 2007).

PuzZnica je struktura u unutra$njem uhu koja se sastoji od tri odjeljka: scala media, scala
vestibuli i scala tympani. Koncentracija kalijevih iona je visoka (150 mmol/dm3), dok su niske
koncentracije natrijevih (Immol/dm3) i kalcijevih iona (0.02 mmol/dm3) izvan endolimfe
(Kikuchi i sur. 1995). Nakon zvu¢ne stimulacije osjetnih dlakavih stanica stanice pukotinaste
veze omogucuju recikliranje iona kalija od baze dlakavih stanica preko potpornih stanica i
fibroblasta do strie vascularis, odakle se posebnim kanalima kalij ponovno izbacuje u endolimfu.
U koliko ne dode do recikliranja kalijevih iona, postoji mogucnost njihovog nakupljanja i
stvaranja viSka koji uzrokuje osSte¢enje funkcija dlakavih stanica koje su svojim bazalnim
dijelom uronjene u perilimfu. Upravo mutacije u Cx26 dovode do poremecaja u medustani¢noj
komunikaciji (Slika 3). No, ipak je najvaznija funkcija propusnih veza gradenih od Cx26
transport hranjivih tvari 1 signalnih molekula kao S§to su IP; i1 glukoza, ¢ija je glavna funkcija

odrzavanje epitelnog osjetnog integriteta i stanica s dlacicama. U bazolateralnim i apikalnim



regijama takoder dolazi da ekspresije Cx26 gdje dolazi do stvaranja veza izmedu stanica,
dovode¢i do toga da polukanali postaju povezani s perilifaticnim i endolimfaticnim odjeljcima
(Srinivas i sur., 2017). Vecina je mutacija smjeStena u unutarstani¢nim i izvanstani¢nim petljama
te u drugoj domeni opne, a na temelju njihovog djelovanja mozemo ih razvrstati u tri kategorije.
Prva skupina mutacija utjeCe na prikupljanje proteina, druga skupina na njihov prijenos i
ugradnju u membranu, dok trec¢a skupina stvara naizgled normalne koneksine koji se prenose do

membrane, ali oni ne mogu obavljati svoju funkciju stani¢nog povezivanja (Barisi¢ i sur., 2004).
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Slika 3. Patogeni mehanizam o$teéenja sluha povezan s mutacijama Cx26

(Preuzeto: Martinez 1 sur. 2009)

Sinteza divljeg tipa koneksina se odvija u ER/Golgijevom odjeljku. Polukanali tada
bivaju transportirani do staniéne membrane putem sekrecijskog puta. Epitelne i potporne stanice
puznice proizvode Cx26 i Cx30. Pukotinaste veze izgradene od Cx26 propusne se za ione, kao

Sto su kalijevi, ali i za ve¢e molekule (npr. IP3). Kanali izgradeni od Cx30 imaju veéu tendenciju



propustanja kalijevih iona nego IP3. Pukotinaste veze takoder mogu biti izgradene i od Cx30 1
od Cx26. Mutacijom Cx26 moze do¢i do poremecaja u transportu polukanala do stani¢ne
membrane, formiranja polukanala, neispravno sintetiziranih koneksina i u konac¢nici formiranja
nefunkcionalnih kanala. Aktivacijom stanica s dlaicama putem zvu¢no induciranog kretanja
tektorijalne membrane, dolazi do poveéanja izvanstani¢nog kalija na bazalnoj povrsini. To je
povecéanje rezultat aktivacije KCNQ4 (engl. potassium voltage — gated channel subfamily Q
member 4 ) i maxi — K kalijevih kanala u bazalnoj membrane dlakavih stanica. Kalijevi ioni
prolaze potpornim i epitelnim stanicama te zatim odlaze u falangealne stanice (engl. Dieter cells
) uz pomo¢ K/Cl kotransportera i drugim K™* kanalima. Radistribucijom, K* se vracaju u
potporne i epitelne stanice. Ove stanice su povezane pukotinastim vezama (epitelna GJ veza).
Izvanstanicnom signalizacijom, uz pomo¢ ATP-a (aktivira purinergiéne receptore),
endoplazmatski retikulum proizvodi IP; i otpusta Ca?*. Prolaskom IP; kroz pukotinastu vezu
izgradenu od Cx26 omoguceno je Sirenje kalcijevih iona, koji su signalne molekule mnogih
stani¢nih funkcija. PredloZzeno je da kalcijevi ioni mogu aktivirati kloridne kanale potpornih
stanica, ¢ime bi doSlo do otpustanja kloridnih iona u izvanstanic¢ni prostor. To bi pospijesilo
kruzenje kalijevih iona u endolimfi. PosSto su stanice puznice stalno aktivne, njihov metabolizam
proizvodi reaktivnih kisikove spojeve (engl. Reactive Oxygen Species, ROS), koje se u¢inkovito
kontroliraju antioksidacijskim sustavom. ROS su negativni regulatori pukotinastih veza jer
smanjuju medustani¢no povezivanje u mnogim sustavima. Upravo zbog toga, gubitak sluha
starenjem moze biti posljedica povecane proizvodnje ROS-a i smanjenja aktivnosti
antioksidacijskih enzima u puznici (Martinez i sur., 2009).

Opisano je otprilike oko stotinjak mutacija gena GJB2. Mutracije gena GJB2 na oba
alela u pravilu su povezane sa znacajnim prelingvalnim gubitkom sluha, a kod tre¢ine gluhoca
ima progresivan tijek. Heterozigoti imaju oSte¢enje sluha varijabilno teze. Osim gena GJB2,
nadeni su i drugi geni (GJB3 — Cx30, GJB6 — Cx31 te GJAL) koji sudjeluju u izgradnji
pukotinastih veza. Mutacije u genima GJB3 i GJB6 takoder mogu uzrokovati nagluhost tako sto
dolazi do smanjenja endokohlearnog potencijala i apoptoze osjetnog epitela koja je vjerovatno
uzrokovana izvanstani¢énim nakupljanjem kalijevih iona oko dlakavih stanica, $to dovodi do
kroni¢ne depolarizacija stani¢ne membrane (Srinivas i sur., 2017).

Potreba za ranim otkrivanjem oSte¢enja sluha prisutna je u cijelom svijetu te se sve cesce

savjetuje testiranje gluhih na mutaciju gena za Cx26. Molekularna analiza je postala rutinski



postupak te se testiranja mogu provoditi za veliki broj gena. Posto su mutacije gena GJB2 i GJB6

najcesce, veliki broj istrazivanja je upravo usmjeren na navedene gene.

2.2. Huntingtonova bolest

Huntingtonova bolest (HB) je autosomska dominantna neurodegenerativna bolest koja
ukljucuje poremecaje kretanja, kognitvne 1 psihijatriske smetnje. Prvi put ju je opisao americki
lije¢nik George Huntington 1872. Godine (Telarovi¢ i sur., 2015). HB se smatra pravom
dominantnom boleS¢u jer samo jedan mutirani gen je dovoljan da uzrokuje bolest, unato¢
prisutnosti normalnog gena naslijedenog od drugog roditelja. Pacijenti s HB imaju problem s
vracanjem ustaljenih sjecanja, a ne sa stvaranjem novih sjecanja. Emocionalne smetnje u obliku
depresije su uobicajene karakteristike (Cummings, 1995.). Koreiformni poremecaji
karakteristi¢ni za ovu bolest obiljezeni su nevoljnim pokretima distalnih miSi¢a udova Koji
zahvacaju miSice prstiju 1 dlanova ruku te miSice lica. Izrazene su teskoc¢e u hodu i sakadnim
pokretima oka (Telarovi¢ i sur., 2015). Povecana je ucestalost treptanja pracena nevoljnim
protruzijama jezika. HB je okarakterizirana izrazitom specificnos¢u neuronskog gubitka. Regije
na koje najviSe utjeCe su striatum. Strijatalna degeneracija zapocinje u medijalnim dijelovima
kaudatusa, ali Sirenjem atrofije zahvaca i druga podrucja uz postedu nucleusa accumbensa.
Postoji 1 gubitak jezgrinog obujma koji utjeCe uglavnom na velike piramidalne neurone u
slojevima 111, Vi VI (Brinar i sur., 2009). Posto zahvaca piramidne neurone, koji su gabanergi¢ni
neuroni inhibitornog djelovanja, dolazi do pada razine neurotransmitera y-aminomasla¢ne
kiseline (GABA) i supstance P (neuropeptid koji se oslobada na krajevima nerona i smanjuje
osjecaj boli). Bolest je uzrokovana ekspanzijama CAG (citozin-adenin-gvanin) poliglutaminskog
slijeda u huntingtin (htt) proteinu. Htt protein, zajedno s drugim ptoteinima, ima vaznu ulogu u
razli¢itim stani¢nim procesima kao §to su signalizacija, transkripcija i transport (Pogledi¢ i Relja,
2012).

HTT gen i njegova mutacija otkriveni su 1993. godine. Gen je lociran na kra¢em kraku
kromosoma 4 (4p16.3) i kodira veliki protein zvan huntingtin koji sadrzi vise od 3000
aminokiselinskih ostataka (Slika 4). Iako je to¢na funkcija ovog proteina nepoznata, ¢ini se da
igra vaznu ulogu u ziv€anim stanicama (neuronima) u mozgu i bitno je za normalan razvoj prije

rodenja. Huntingtin se nalazi u mnogim tjelesnim tkivima, s najvi§im stupnjevima aktivnosti u
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mozgu. Huntingtin protein je potreban za ljudski razvoj i normalnu funkciju mozga. Podlozan je
posttranslatickoj modifikaciji, a neki dogadaji, kao Sto je fosforilacija, mogu igrati ogromnu
ulogu u regulaciji toksi¢nosti proteina huntingtina. Unutar stanice, ovaj protein moze biti
ukljucen u kemijsko signaliziranje, transport materijala, pri¢vrS¢ivanje na protein i druge
strukture, te zaStitu stanice od apoptoze. Jedna regija HTT gena sadrzi odredeni DNA segment
poznat kao CAG trinukleotidno ponavljanje. Taj se segment sastoji od niza od tri gradevna bloka
DNA, citozina, adenina i gvanina, koji se pojavljuju viSe puta zaredom. Uobicajno, CAG
segment se ponavlja 10 do 35 puta unutar gena. Akson divljeg tipa gena sadrzi niz neprekinutih
ponavljanja CAG trinukleotida koja se translatiraju u serije uzastopnih ostataka glutamina,

stvarajuéi tako poliglutaminski trakt (Pogledi¢ i Relja, 2012).
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Slika 4. Kromosom 4. Strelica oznacava kraci krak kromosoma 4 (4p16.3)
( Preuzeto: WEB 2)

Asimptomatska bolest ima 35 ili manje ponavljanja, a HB je uzrokovana ekspanzijom 36
ili viSe ponavljanja. Postoji povezanost izmedu broja CAG ponavljanja 1 dobi pojave simptoma:
Sto je veci broj CAG ponavljanja, ranije se bolest pojavljuje (Pogledi¢ i Relja, 2012.). Ve¢inom
se bolest pojavljuje u odrasloj dobi kada ima 40 do 50 CAG ponavljanja, dok kod 55 ponavljanja
bolest se javi u maloljetnickoj dobi. Oko 70% razlike u dobi pojave HB moZe se opravdati
brojem CAG ponavljanja (Telarovi¢ i sur., 2015).

Budu¢i da je glutamin polarna molekula, pretjeranom sintezom glutamina dolazi do
stvaranja proteinskih agregata, umjesto funkcionalnog proteina jer nastaju dodatne vodikove
veze unutar i izmedu proteina. Dolazi do njihovog nakupljanja u zivéanim stanicama Sto ometa
njihovo normalno funkcioniranje. Ti proteinski agregati mogu biti ili uzrok ili posljedica

neurodegenerativnih bolesti kao §to je HB. Prijenos nepravilnih htt proteina, S proSirenim
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poliglutaminskim domenama aktivira stani¢ne proteaze, kao sto su kaspaza-3 i kaspaza-6 cija je
funkcija da nepravilne proteine razgraduju na manje fragmente koji se tada mogu reciklirati.Neki
fragmenti, posebice oni iz N-terminalne domene htt proteina, Stetni su za stanicu i uzrokuju
agregaciju proteina. Htt proteinski fragmenti, koji nisu posljedica obrade proteazama, ve¢ nstaju
uslijed abnormalnog alternativnog spajanja htt mMRNA, su vrlo maleni i mogu u¢i u jezgru i tamo
ometati procese koji se odvijaju u jezgri. Jedan takav proces je transkripcija. Takva abnormalna
alternativna spajanja zabiljezena su kod svih HB modela miseva kod kojih je broj CAG
ponavljanja bio izmedu 50 i 100. Takoder, spajanja su zabiljezena i u humanom mutantnom Htt
proteinu u fibroblastima i krvnim stanicama pacijenata oboljelih od HB. Navedena alternativna
spajanja posredovanja su proteinom SRSF6 (serinski i argininski spajajuci faktor 6), koji se veze
na pocetak mutantnog htt mRNA transkripta i uzrokuje stvaranje tih malih proteinskih
fragmenata (Anglada-Huguet i sur., 2017.).

Nedavna istrazivanja pokazuju da izmjenjeni Htt protein moze djelovati i na male
regulatorne proteine i premjestati ih. Izmjenjeni Htt protein inhibira CREB-vezujuéi protein
(engl. cAMP-response element-binding protein, CBP), manji regulatorni protein koji je kljucan
za prezivljavanje stanica. CPB je graden od 18 glutamina koji mogu izravno reagirati s
prosirenim Htt glutaminskim lancem. Agregati Htt proteina povlace CPB daleko od njegovog
normalnog polozaja (uz DNA u jezgri), Sto ometa njegovu funkciju aktiviranja transkripcije gena
koji su bitni za prezivljavanje organizma (Anglada-Huguet i sur., 2017; Slika 5). Medutim,
istrazivaci su mogli potpuno zaustaviti i preokrenuti ovaj degenerativni proces u laboratoriju.
Ovaj preokret postignut je umetanjempromjenjenog oblika CPB-a koji nema glutamin
ponavljanja. Budu¢i da Htt izravno reagira s glutaminima CPB-a, modificirani CPB nije bio
prepoznat od strane Htt proteina. Modificirani CPB nije bio izdvojen od strane proteina, a
ziv€ane stanice su prezivjele. CPB sadrzi acetiltransferaznu domenu i koaktivator je na mnogim
promotorima (Steffan i sur., 2000.). Dokazano je da se htt egzon 1 s 51-nim glutaminom izravno
veze za acetiltransferaznu domenu CPB te na p300/CPB-vezujuci ¢imbenik (P/CAF). Time se
smanjuje acetilacija histona H4, sto dovodi do =zakljucka da izravna interakcija Htt s
acetiltransferaznom domenomsmanjuje acetiliranje histonskih proteina. Istrazivanja provedena
na vo¢nim musicama pokazuju da inhibitori HDAC smanjuju ove negativne u¢inke izmjenjenog
Htt proteina Sto ukazuje na potencijalne moguénosti za nove nacine lijecenja bolesti (Sadri-
Vakili i Cha, 2006).
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lako terapije s HDAC inhibitorima mogu imati i negativne efekte. Na primjer,
produljena TSA terapija poveCava kromosomsku nestabilnost koja uzrokuje neispravnost
centromera i abnormalnu kromosomsku segregacija. Takoder dovode do pojave tumore te je zato

odredivanje njihove toksi¢nosti od izrazito velike vaznosti (Sadri-Vakili i Cha, 2006.).
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Slika 5. Mehanizmi transkripcijskog poremecaja u Huntingtonovoj bolesti.

(Preuzeto: Anglada-Huguet i sur., 2017)

2.3. Cisti¢na fibroza

Cisti¢na fibroza (CF) prvi put je opisana prije vise od 400 godina u Njemackoj i najcesci
je autosomni recesivni poremecaj kod bijelaca . To je nasljedna bolest koja uzrokuje da odredene
zlijezde proizvede abnormalne sekrete, koji najviSe utjecu na probavni trakt, gusteracu 1 epitelne
diSne putove. Unato¢ velikom napretku koji je napravljen u razumijevanju molekularne 1
stani¢ne povezanosti izmedu pluéne infekcije i upale, te poremecaja CFTR gena (engl. cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator), i dalje nedostaje jasan odgovor kako mutirani
CFTR gen uzrokuje pojavu CF. Ovaj protein funkcionira kao kanal preko membrane stanica koje
proizvode mukus, znoj, slinu, suze i probavne enzime. Kanal provodi negativno nabijene Cestice,
kloridne ione, u stanice i iz njih. Prijenos kloridnih iona pomaze u kontroli kretanja vode u

tkivima, $to je neophodno za proizvodnju sluzi. Sluz podmazuje i §titi podlogu di$nih putova,
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probavnog sustava, reproduktivnog sustava i drugih organa i tkiva. CFTR protein takoder
regulira funkciju drugih kanala, poput onih koji transportiraju pozitivno nabijen natrijev ion
preko membrane stanica. Ti su kanali potrebni za normalnu funkciju organa poput pluca i
gusterace (WEB 3). Kod CF u epitelu disnog puta poremecene su dvije funkcije CFTR-a. Prva je
gubitak inhibitornog djelovanja na tzv. epitelne natrijeve kanale zbog ¢ega je pojacana apsorpcija
Na™*, a druga je gubitak sposobnosti sekrecije klorida $to dovodi do smanjenog volumena
tekuceg povrsnog sloja na epitelnim stanicama diSnog puta. Dolazi do poremecaja funkcije cilija
i gubitka vazne sposobnosti "podmazivanja" ¢iji je ucinak sprje¢avanje adherencije sluzi na
povrsini diSnog puta (Tjesi¢-Drinkovi¢ i sur., 2005; 2007.). Neishranjenost u cisti¢noj fibrozi
posljedica je nerazmjera izmedu povecanih potreba za energijom, povecanih gubitaka, manjeg
iskoriStavanja hranjivih tvari s jedne strane i nedostatnog unosa hrane s druge. Vode¢i uzrok
maldigestije i malapsorpcije je insuficijencija guSterace. Vjeruje se da postoji pomak u
metabolickim putovima na razini mitohondrijskog transporta energije kao posljedice same
mutacije. Dolazi do smanjene apsorpcije masnoca, bjelan¢evina, vitamina topivih u mastima i
nekih mikroelementa. CFTR protein u probavnom sustavu ukljuen je i u apsorpcijske 1 u
sekrecijske procese. Gubitkom funkcije ovog proteina, dolazi do smanjene sekrecije aniona,
crijevni sadrzaj je dehidriran, a sluz viskozna, slabo topiva i predisponira usporenom tranzitu
kroz crijeva 1 djelomi¢noj opstrukciji lumena. Takav medij oko crijevnih resica onemogucuje
normalnu topivost, razgradnju i apsorpciju hranjivih sastojaka (Tjesi¢-Drinkovi¢ i sur. , 2015).

Vise od 1000 mutacija u genu CFTR identificirano je kod osoba s cisticnom fibrozom.
Vecina tih mutacija mijenja pojedine proteinske blokove (aminokiseline) u CFTR proteinu ili
uzrokuje gubitak malog dijela DNA iz CFTR gena. Najc¢e$¢a mutacija, nazvana delta F508, je
brisanje jedne aminokiseline na poziciji 508 u CFTR proteinu. Nastali abnormalni kanal se
raspada ubrzo nakon §to je sastavljen, tako da nikad ne stiZze do stani¢ne membrane te time ni ne
sudjeluje u prijenosu kloridnih iona. Mutacije koje uzrokuju bolesti u genu CFTR mijenjaju
proizvodnju, strukturu ili stabilnost kloridnog kanala. Sve te promjene sprjeavaju pravilno
funkcioniranje kanala, $to naruSava prijenos kloridnih iona i kretanje vode u stanice i iz njih. Kao
rezultat toga, stanice proivode izrazito gustu i ljepljivu sluz.

Otkriée gena, te kloniranje CFTR-a i zatim njegova identifikacija kao kloridnog kanala
pridonijelo je produbljivanju spoznaja o vezi izmedu poremecenog ionskog transporta 1 bolesti

organa u CF. Gen je lociran na kra¢em kraku kromosoma 7 (7931.2 ) (Kerem i sur., 1989).
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Protein CFTR je ¢lan obitelji ATP-vezujucih proteina koji djeluju kao jednosmjerne pumpe i
sudjeluju u prijenosu molekula izvan i unutar stanice. Protein se sastoji od 1480 aminokiselina
organiziranih u pet funkcionalnih domena. Transmembranski je protein kojeg nalazimo i u
prokariotskoj i eukariotskoj stanici te ima dvije ATP-vezne domene, NBD1 i NBD2 (Slika
6). Vecina CF kromosoma (70%) ima jednu deleciju kodona koja rezultira nedostatkom
fenilalaninskog ostatka na polozaju 508 (delta F508) proteina. To je slijed koji kodira NBD1.
Opcenito, CFTR mutacije mogu se pojaviti u genskoj sekvenci koja kodira bilo koju od 5 protein
domena. Jedinstven za ovu obitelj proteina, CFTR protein posjeduje dodatnu visoko nabijenu
domenu (R domena) koja sadrzi nekoliko konsenzusnih polipeptidnih sekvenci za fosforilaciju
kinazama. N terminalni dio R-domene (RD1) visoko je konzerviran izmedu vrsta, ali postoji nizi
stupanj o¢uvanosti izmedu ostatka domene (RD2) (Hyde i sur., 1990). lako CFTR ima strukturnu

sli¢nost s ostalim ¢lanovima obitelji ATP-ovisnih pumpi, prekomjerna ekspresija proteina u

razli¢itim vrstama stanica povezana je s pojavom cAMP-osjetljivog Cl-kanala.
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Slika 6. Izgled CFTR proteina
(Preuzeto: WEB 4)

Samo 4% CFTR proteina nalazi se u ekstracelularnom prostoru. Petlje su oznacene prema
regijama koje prekrivaju membranu, M1-M2, M3-M4, M5-M6, M7-M8, M9-M10 i M11-M12. S
izuzetkom M1-M2 i M7-M8 te izvanstani¢éne domene su vrlo kratke. M7-MS8 petlja sadrzi dva N-
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vezana glikozilacijska mjesta. 19% CFTR proteina ¢ini dvanaest transmembranskih domena
(M1 - M12) (Slika 6). Pokazalo se da promjene u tim podru¢jima mijenjaju stanje vodljivosti
kanala (WEB 4).

Sintezom nefunkcionalnog CFTR proteina ili kada uopée ne dolazi do njegove sinteze,
ravnoteza klorida unutar stanica dramati¢no se mijenja $to dovodi do povecane vodljivosti
natrija. To dovodi do abnormalnih "slanih" stani¢nih sckrecija koje poticu bakterijsku
kolonizaciju pluca i kona¢no uzrokuju ostecenja pluc¢a u pacijenata oboljelih od CF. Poveéana
koncentracija soli inaktivira djelovanje antimikrobnih peptide, tzv. defenzina (p-defenzin-1, -
defenzin-2). Aktivnost defenzina s drugim Ciniteljima prirodene imunosti, kao §to su lizosomi i
laktoferini, sinergisticki inhibira rast bakterija u diSnom putu. Kod CF ta je aktivnost nije
uc¢inkovita (Tjesi¢-Drinkovié i sur., 2007).

CFTR moduliraju¢i lijekovi koji dijeluyju na odredenu CFTR mutaciju danas su
najprihvatljivija opcija u lje€enju CF. Izraz "modifikacija bolesti" Cesto se primjenjuje na
lijekove koji moduliraju CFTR, zbog njihovog u¢inka na sam prijenos klorida od strane CFTR
proteina. Buduéi da ti lijekovi djeluju na abnormalnu CFTR funkciju, oni su takoder specifi¢ni
za mutaciju, $to znaci da su ucinkoviti samo za odredeni CFTR mutacije. Ivakaftor i lumakaftor
su lijekovi koji se najéesce koriste. Dijeluju na ciljanu mutaciju G551D (glicin je na mjestu 551
zamijenjen s asparaginskom kiselinom) koja omogucava proteinu da dode do stani¢ne
membrane, ali sprijeCava transport klora. Ivakaftor poboljSava transport klora. U buduénosti ¢e
se terapija oslanjati na Druge terapije se takoder predlazu za popravak neispravnih mRNA
pomocu sinteti¢kih antisense oligonukleotida QR-010. Upravo takvi molekularni RNA ili DNA
mehanizami popravka te zamjene gena mogu u buducénosti dovesti do uspjesnog lijeCenja CF

(Paranjape i sur., 2017).

3. ZAKLJUCAK

Mutacije su nasljedne promjene genetickog materijala koje imaju pozitivan, negativan ili
neutralan utjecaj na ljudski organizam. Mnoge bolesti kao §to su Huntingtonova bolest, cisticna
fibroza te gluhoca posljedica su mutacije u odredenom genu koja kao rezultat ima promjene u
funkciji i strukturi proteina kojeg taj gen kodira. Vecina tih proteina ima vaznu ulogu u razli¢itim

staniénim procesima kao $to su transkripcija, signalizacija i transport proteina koji su neophodni
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za normalno funkcioniranje organizma. Sintezom nefunkcionalnih proteina, dolazi do
narusavanja homeostaze organizma te prekidanja vaznih biokemijskih procesa u stanicama, sto u
konacnici rezultira pojavom bolesti. Bolest je popracena razli¢itim simptomima te moze biti
uzrokovana mutacijom jednog ili vise gena. Prouc¢avanjem ljudskog genoma postignut je veliki
napredak u pogledu otkrivanja glavnih uzroka velikog spektra bolesti te mehanizama koji dovode
do njih. Nove spoznaje omogucit ¢e znanstvenicima otkrivanje i razvijanje alterntivninh metoda

lije¢enja kako cestih i rijetkih bolesti povezanih s mutacijama gena.
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