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SAZETAK

Uvod i cilj

Nedostatna aktivnost S-adenozilhomocistein hidrolaze (SAHH) je rijetka nasljedna
bolest ciklusa metionina uzrokovana tockastim mutacijama u genu SAHH. SAHH sluzi za
uklanjanje S-adenozilhomocisteina (SAH), nusprodukta i snaznog inhibitora brojnih stani¢nih
metiltransferaza, ¢ime SAHH igra klju¢nu ulogu u odrzavanju stani¢nog metilacijskog
potencijala. Smanjena aktivnost ovog esencijalnog enzima rezultira znac¢ajnim biokemijskim
poremecajima kod ljudi, uzrokuju¢i multisistemsku bolest karakteriziranu neurorazvojnim
zastojem, miopatijom i disfunkcijom jetre. Do danas je opisano svega 16 pacijenata s razli¢itim
tezinama bolesti, od kasne klini¢ke manifestacije do smrtnih ishoda tijekom dojenacke dobi.
Trenutni terapijski pristup ukljucuje dijetalnu restrikciju unosa metionina koja pokazuje
klinicku korist kod nekih bolesnika, iako variraju¢e u¢inkovitosti. Prethodne studije pokazale
su da je razina inaktivacije enzima povezana s tezinom bolesti i potencijalno, s ishodom
terapije. Cilj ovog doktorskog rada je istraziti funkcionalne posljedice tri varijante gena SAHH
(p-W112*, p.Y143C, p.Y328D) koje su otkrivene kod dva pacijenta s izrazito teSkom
biokemijskom i klinickom prezentacijom nedostatne aktivnosti SAHH-a do danas opisane u
literaturi. Naglasak ove studije je na ucincima mutacija na gensku ekspresiju i stani¢nim
mehanizmima u pozadini znacajnog nedostatka proteina SAHH, pruzaju¢i molekularne uvide

koji mogu pomo¢i u razvoju i promjeni novih terapijskih strategija u buduénosti.

Materijali i metode

U sklopu ove studije proveli smo sveobuhvatne analize razina mutiranih transkripata i
proteina SAHH u fibroblastima pacijenata i ekspresijskim sustavima in vitro. Rekombinantni
plazmidi koji sadrze mutirane cDNA pripremljeni su u svrhu izvanstani¢ne ekspresije proteina
i pripreme ljudskih stanicnih modela (Hek293, HepG2, SW480) putem lentivirusne
transdukcije. Biblioteke cDNA konstruirane su iz ukupne RNA izolirane iz stanica pacijenata
i staniénih modela HepG2 =za interno sekvenciranje transkriptoma (mRNAseq).
Bioinformati¢ka analiza koriStena je za kvantificiranju ekspresije pojedinih alela SAHH u
fibroblastima pacijenata. Diferencijalna analiza ekspresije, funkcionalna anotacija i analiza
genske ontologije (GO) provedene su kako bi se identificirali geni s promijenjenom
ekspresijom u modelima HepG2. Razine mutiranih proteina analizirane su nakon tretmana
ljudskih stani¢nih modela inhibitorom proteasoma MG-132. Na kraju, provedena je ra¢unalna

analiza in silico kako bi se predvidjeli u€inci pogresnih mutacija na stabilnost proteina.



Rezultati

Analiza ekspresije proteina kombiniranih heterozigotnih fibroblasta (W112*/Y143C i
Y328D/Y 143C) otkrila je smanjene razine SAHH-a kod oba pacijenta. Uz to, stanice koje
sadrze preuranjeni stop-kodon (PTC) pokazale su 1 smanjene razine transkripata.
Rekombinantni mutanti SAHH uspjeSno su sintetizirani koriStenjem izvanstani¢nog
ekspresijskog sustava in vitro, bez razlika u prinosu izmedu varijanti. Analiza stani¢nih modela
sa stabilnom ekspresijom proteina pokazala je izrazito nisku ekspresiju SAHH-a s mutacijama
W112* 1 Y328D, za razliku od normalnih razina varijante SAHH-Y143C. Sekvenciranje
transkriptoma otkrilo je neuravnotezenu ekspresiju alela kod jednog pacijenta zbog potpunog
nedostatka transkripata koji sadrze PTC. U stani¢nim modelima HepG2, identificirano je 58
diferencijalno eksprimiranih gena koji su prvenstveno povezani s regulacijom ekspresije gena
1 biosintezom stani¢nih makromolekula. Detaljna analiza istaknula je E3-ubikvitinsku ligazu
TRIM33 kao potencijalnog regulatornog faktora ukljucenog u nedostatak proteina SAHH-
Y328D. Inhibicija proteasoma povecala je ekspresiju varijante SAHH-Y328D u svim
pripremljenim stani¢énim modelima. Dodatno, konfokalna mikroskopija otkrila je izrazenu
tendenciju ovog mutanta za nakupljanje unutar stanice. Konac¢no, analiza in silico potvrdila je
da aminokiselinska supstitucija Y328D znacajno remeti stabilnost SAHH-a zbog znacajnih
strukturnih promjena u hidrofobnoj jezgri proteina.
Zakljucci

Znacajno smanjene razina mRNA i proteina SAHH primijecene u stanicama pacijenata
mogu pridonositi tezini fenotipa nedostatne aktivnosti SAHH-a. Prema dobivenim rezultatima,
mutacije Y328D i W112* primarni su ¢imbenici koji pridonose nedostatku ekspresije proteina
uoc¢ene kod pacijenata. Znacajni nedostatak SAHH-a rezultat je stani¢ne regulacije genske
ekspresije mehanizmima NMD 1 UPS. TRIM33 je predloZzen kao potencijalni regulator
pojacane proteasomske degradacije mutanta SAHH-Y328D.

Klju¢ne rijeci: Nedostatna aktivnost SAHH-a, mutacije, genska ekspresija, NMD, UPS

Ova doktorska disertacija sadrzi 130 stranica, 35 slika, 12 tablica 1 187 literaturnih navoda.
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SUMMARY

Introduction and aims

S-adenosylhomocysteine hydrolase (AHCY) deficiency is a rare hereditary disease of
methionine cycle caused by point mutations in the AHCY gene. AHCY functions as a disposal
route for S-adenosylhomocysteine (SAH), a byproduct and strong inhibitor of numerous
cellular methyltransferases, thus AHCY plays a pivotal role in maintaining cellular methylation
potential. Reduced activity of this essential enzyme results in significant biochemical
aberrations in humans, leading to a multisystemic disorder characterized by
neurodevelopmental delay, myopathy and liver dysfunction. To date, only 16 patients have
been reported with diverse disease severity, ranging from late clinical onset to fatal outcomes
during infancy. Current therapeutic approach involves dietary methionine restriction which
demonstrates clinical benefits in some patients, albeit with varying efficacy. Previous studies
have shown that the magnitude of mutational impact is associated with clinical presentation of
the disease and possibly therapy outcome. The aim of this doctoral thesis is to investigate
functional consequences of three AHCY variants (p.W112*, p.Y143C, p.Y328D) discovered in
two patients with extremely severe biochemical and clinical manifestations of AHCY
deficiency reported so far. This study focuses on differential expression effects of these
mutations and their underlying mechanisms involved in aberrant AHCY turnover, providing
molecular insights that can help guide the development and application of novel therapeutic

strategies in the future.

Materials and methods

In this study, we performed comprehensive analyses of mutant AHCY transcript and
protein levels in patient fibroblasts and in vitro expression systems. Recombinant plasmids
harboring mutant cDNAs were prepared for cell-free protein expression and the preparation of
human cell models (Hek293T, HepG2, SW480) via lentiviral transduction. cDNA libraries
were constructed from total RNA isolated from patient-derived cells and HepG2 models for in-
house transcriptome sequencing (mRNAseq). Bioinformatic analysis was employed to quantify
the expression of individual AHCY alleles in patient fibroblasts. Differential expression
analysis, functional annotation and gene ontology (GO) analysis were performed to identify
genes with altered expression in HepG2 models. Mutant protein levels were analyzed following
treatment of human cell models with proteasome inhibitor MG-132. Lastly, in silico
computational analysis was performed to predict the effects of missense mutations on protein

stability.
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Results

Protein expression analysis of compound heterozygote fibroblasts (W112*/Y143C and
Y328D/Y 143C) revealed reduced AHCY levels in both patients. Additionally, cells harboring
premature termination codon (PTC) also displayed reduced transcript levels. Recombinant
AHCY mutants were successfully synthesized using in vitro cell free expression system,
without any discrepancies in yield across all variants. Analysis of stably expressing human cell
models showed markedly lower expression of AHCY harboring W112* and Y328D mutation,
contrasting normal levels of Y143C variant. Transcriptome sequencing revealed an allelic
imbalance in one patient due to complete absence of transcripts containing PTC. In HepG2 cell
models, 58 differentially expressed genes were identified that are primarily associated with
gene expression regulation and biosynthesis of cellular macromolecules. Detailed analysis
highlighted ubiquitin ligase TRIM33 as a potential regulator involved in aberrant turnover of
AHCY-Y328D mutant. Proteasome inhibition increased expression of Y328D variant across
all prepared human cell models. Moreover, microscopy reveled pronounced tendency of this
mutant protein to aggregate within the cell. Finally, in silico analysis confirmed that Y328D
substitution significantly disrupts AHCY stability due to structural changes in protein’s

hydrophobic core.

Conclusion

Considerable decrease of mRNA and protein levels observed in patient-derived cells
may contribute to the severity of AHCY deficiency phenotype. According to the results
obtained, Y328D and W112* mutations are primary factors contributing to the loss of protein
expression observed in the respective patients. Aberrant AHCY turnover is the result of cellular
regulation of gene expression through NMD and UPS mechanisms. TRIM33 is suggested to
have a regulatory role in proteasomal degradation of AHCY-Y328D mutant.

Keywords: AHCY deficiency, mutations, gene expression, NMD, UPS

This doctoral thesis contains 130 pages, 35 images, 12 tables and 187 literature references.
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1. UVOD

1.1. Metabolizam jednog ugljika i ciklus metionina

Metionin je esencijalna aminokiselina koja se u organizam unosi prehranom, a metabolicki put
metionina dio je Sireg metaboli¢kog ciklusa koji se naziva metabolizam jednog ugljika (engl.
one-carbon metabolism) [1]. Metabolizam jednog ugljika obuhvaéa mrezu medusobno
povezanih metabolickih puteva koji prenose organske skupine s jednim ugljikovim atomom
izmedu razli¢itih metabolita te time osiguravaju i odrzavaju stanicnu homeostazu [2].
Neprestani izvor i cirkulacija, najéesée metilnih (CHs-), metilenskih (-CH»-) i formilnih (-
CHO) funkcionalnih skupina, unutar kompleksne mreze biokemijskih reakcija folatnog,
metioninskog 1 transulfuracijskog ciklusa, nuzni su za odvijanje esencijalnih fizioloskih
procesa kao Sto su biosinteza aminokiselina i nukleotida, odrzavanje stanicnog redoks
potencijala i regulacija genske ekspresije [3]. Metabolizam jednog ugljika ovisan je o nekoliko
kofaktora i supstrata koji se unose u organizam putem prehrane, a ukljucuju vitamine B9, B2,
B6, B12, kolin, betain i ve¢ spomenutu aminokiselinu metionin [4].

Ciklus metionina (Slika 1.) zapo€inje adenilacijom metionina i njegovim prevodenjem
u S-adenozilmetionin (SAM). Reakecija je katalizirana metionin adenoziltransferazom (MAT),
a njezin produkt SAM je univerzalni donor metilne skupine i drugi najzastupljeniji enzimski
kofaktor u prirodi nakon ATP-a [5]. Prijenos metilne skupine sa SAM-a na bioloske
makromolekule (DNA, RNA, proteini) kataliziran je mnogobrojnim stani¢nim
metiltransferazama (MT), pri ¢emu SAM prelazi u S-adenozilhomocistein (SAH) [6]. SAH je
produkt transmetilacijskih reakcija i kompetitivni inhibitor SAM-ovisnih metiltransferaza
[7,8], a razgraduje se djelovanjem S-adenozilhomocistein hidrolaze (SAHH) koja katalizira
hidrolizu SAH na adenozin i homocistein [9]. Homocistein je metabolit koji povezuje ciklus
metionina s ostalim metabolickim putevima metabolizma jednog ugljika, folatnim i
transulfuracijskim ciklusom. Remetilacija homocisteina u metionin, ¢ime se zaokruzuje ciklus
metionina, omogucena je demetilacijom S-metiltetrahidrofolata (5-mTHF), konac¢nog
reduciranog oblika folne kiseline koji nastaje redukcijom tetrahidrofolata (THF), jednog od
centralnih metabolita folatnog ciklusa [3,10]. Reakcija demetilacije 5S-mTHF i prijenosa
metilne skupine na homocistein, katalizirana je metionin sintetazom (MS) u reakciji koja koristi
kobalamin (vitamin B12) kao kofaktor [11]. Paralelni metabolicki put remetilacije homocisteina
ukljucuje prijenos metilne skupine s betaina, djelovanjem betain homocistein S-

metiltransferaze (BHMT) pri ¢emu nastaje metionin i dimetil glicin (DMG) [12]. Ukoliko su



stani¢ne potrebe za metioninom i folatom zadovoljene, visoke razine SAM-a alostericki
aktiviraju cistationin B-sintetazu (CBS), prvi enzim transulfuracijskog puta, poti¢uci pretvorbu
homocisteina u cistation [13]. Cistation se u reakciji kataliziranoj cistation y-ligazom (CTH)
prevodi u cistein, prekursor za sintezu glutationa, glavnog antioksidansa koji odrzava stani¢ni
redoks potencijal [10].

Jedna od klju¢nih uloga ciklusa metionina u sklopu metabolizma jednog ugljika je
sinteza SAM-a, metabolita koji sluzi kao glavni izvor metilnih skupina (CH3-) u reakcijama
metilacije raznolikih stani¢nih substrata kao Sto su DNA, RNA, proteini (histoni), lipidi i ostali
metaboliti [6]. SAH nastaje kao produkt transmetilacijskih reakcija, a zbog svoje strukturne
sli¢nosti sa SAM-om, posjeduje visoki afinitet za vezno mjesto supstrata svih SAM-ovisnih
metiltransferaza, ¢ime inhibira njihovu aktivnost [8,14]. Njegovo efikasno uklanjanje
djelovanjem enzima SAHH klju¢no je za odrzavanje stani¢nog metilacijskog potencijala i

odvijanje esencijalnih stani¢nih procesa koji ovise o metilaciji [15].
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Slika 1. Ciklus metionina. Reakcije sinteze metabolita metionina SAM-a i SAH-a uz pridruZene reakcije
remetilacije homocisteina kroz folatni ciklus i prevodenja homocisteina u cistation transfulfuracijskim
ciklusom. Oznake: MAT= metionin adenoziltransferaza, SAM= S-adenozilmetionin, MTx= stani¢ne
metiltransferaze, SAH= S-adenozilhomocistein, SAHH= S-adenozilhomocistein hidrolaza CBS= cistation
B-sintetaza, MS= metionin sintetaza, BHMT= betain homocistein S-metiltransferaza, DMG= dimetil glicin.

Preuzeto i prilagodeno iz [16].



1.2.  S-adenozilhomocistein hidrolaza (SAHH)

SAHH je metabolicki enzim koji katalizira reverzibilnu reakciju hidrolize SAH-a na adenozin
1 homocistein. Aktivnost ovog proteina prvi put je opisana 1949. godine, kao enzima koji u
uvjetima in vitro sintetizira SAH iz adenozina i homocisteina [17]. Kasnije je ustanovljeno da
ravnoteza reakcije pri fizioloskim uvjetima ipak te€e u smjeru hidrolize, zbog uc¢inkovitog

stani¢nog uklanjanja produkata reakcije, adenozina i homocisteina [7].

1.2.1. Mehanizam hidrolize S-adenozilhomocisteina

Kataliticki mehanizam reakcije (Slika 2.) je prvi put opisan 1979. godine [18]. Zapocinje
oksidacijom 3'-OH skupine adenozinskog ogranka molekule SAH pomoc¢u kofaktora NAD™ i
prevodenjem pocetnog supstrata u 3' keto derivat. Oksidacijom 3'-OH skupine potice se
uklanjanje 4' protona, ¢ime nastaje 4' karboanionski intermedijer koji uzrokuje p-eliminaciju 5'
supstituenta, homocisteina. Michaelovom adicijom jedne molekule vode na dvostruku vezu
izmedu C4' 1 C5' ugljikovih atoma pentoznog prstena i redukcijom 3' keto skupine pomocu
NADH, u kona¢nici nastaje drugi produkt reakcije, adenozin [19,20]. SAHH je jedini poznati
enzim kod sisavaca koji provodi ovu reakciju, S§to ga ¢ini kljuénim enzimom ciklusa metionina
koji regulira razine metabolita SAH i SAM u stanici, a njegova aktivnost posljedi¢no utjece na
ukupnu stani¢nu metilaciju [9].
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Slika 2. Kataliticki mehanizam enzima SAHH. Mehanizam reakcije hidrolize SAH-a na adenozin i
homocistein. Oznake: E:NAD/E:NADH= kofaktor vezan na enzim SAHH, E-Bi,/E-BipH=

protonirani/deprotonirani bazi¢ni ogranci aminokiselina SAHH-a. Preuzeto i prilagodeno iz [21].



1.2.2. Evolucijska i strukturna o¢uvanost SAHH

SAHH je izuzetno konzervirani protein prisutan u svim domenama zivota, arhejama,
bakterijama i eukariotima [21]. Filogenetske analize pokazuju da je SAHH eukariota i arheja
evoluirao iz zajedni¢kog pretka, a u bakterije je preSao horizontalnim prijenosom gena [22].
Za razliku od sisavaca, bakterije posjeduju dodatni gen za metioniltioadenozin/S-
adenozilhomocistein (MTA/SAH) nukleozidazu, alternativni enzim koji uklanja SAH [23].

Rekonstrukcijom evolucije proteina SAHH, utvrdene su dvije glavne razlike u
primarnoj strukturi proteina koji potjecu iz razli€itih organizama [24]. Prva razlika ukljucuje
dodatnih 40 aminokiselina u katalitickoj domeni SAHH-a bakterija i nekolicine eukariota,
pretezno biljaka, koje nisu prisutne kod vec¢ine eukariota i arheja. Funkcija im je zasada
nepoznata, no pretpostavlja se da imaju ulogu u interakciji SAHH-a s drugim proteinima te u
njegovoj stani¢noj lokalizaciji kod biljaka [25]. Druga razlika ukljucuje kraci slijed od 8
aminokiselina u C-terminalnoj domeni proteina, koji nije prisutan kod arehja te sluzi za
stabilizaciju interakcije SAHH-a i kofaktora NAD" kod eukariota i bakterija [20]. SAHH se
nalazi u 100 najviSe konzerviranih eukariotskih proteina, uz proteine koji su esencijalni za
odvijanje osnovnih stani¢nih procesa kao §to su RNA polimeraza I, ATPaza, GAPDH,
ribosomalni proteini itd., a usporedbom SAHH-a iz kvasca i ¢ovjeka, utvrdeno je poklapanje

¢ak 70 % primarnog aminokiselinskog slijeda (Slika 3.) [26].
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Slika 3. Evolucijska i strukturna o¢uvanost enzima SAHH. (A) Filogenetska analiza aminokiselinskih
sekvenci proteina SAHH razliitih organizama. Postoci predstavljaju podudarnost sa slijedom ljudskog
SAHH-a (UniProt ID: P23526). Preuzeto i prilagodeno iz [24]. (B) Konzerviranost 160 razlicitih
aminokiselinskih sljedova SAHH-a razli¢itih organizama mapirana na strukturu monomera iz organizma
P. falciparum i kodirana bojama (plava= potpuno poklapanje, crvena= najnizi stupanj preklapanja). Crni
isprekidani krug oznacava 40 aminokiselina dugu regiju kataliticke domene koja nije prisutna kod vecine

eukariotskih SAHH-a. Preuzeto iz [21].



1.2.3. Trodimenzionalna struktura SAHH

Prva trodimenzionalna struktura proteina SAHH izoliranog iz jetre Stakora odredena je 1999.
godine metodom difrakcije X-zraka [27]. Nedugo nakon toga, objavljena je i kristalna struktura
ljudskog SAHH-a s ligandima NAD" i analogom adenozina [9]. Danas su poznate
trodimenzionalne strukture SAHH-a iz mnogobrojnih organizama, od bakterija (M.
tuberculosis, P. aeruginosa itd.), patogenih eukariota (P. falciparum, T. brucei itd.) te
eukariota, od biljaka do sisavaca (mis, covjek, Stakor itd.) [28].

Iako postoje razlike u primarnom slijedu proteina ovisno o promatranom organizmu,
njihove trodimenzionalne strukture pokazuju da se u gotovo svim organizmima SAHH
pojavljuje u obliku homotetramera [9,20,27]. Svaka podjedinica sastoji se od tri glavne
domene; kataliticka domena koja veze supstrat (SAH-vezuju¢a domena), domena koja veze
kofaktor (NAD-vezuju¢a domena) i C-terminalna domena (Slika 4. A). Svaki monomer veze
jednu molekulu supstrata ili produkta (SAH, tj. adenozin) i jednu nekovalentno vezanu
molekulu kofaktora NAD*. C-terminalne domene svake podjedinice sluze za njihovu
medusobnu interakciju, pri cemu domena jedne podjedinice sudjeluje u vezanju i stabilizaciji
kofaktora druge podjedinice [20]. Istrazivanjima u kojima je koriStena metoda ciljane
mutageneze, pokazano je da 426. lizin C-terminalne domene ima vrlo bitnu ulogu u katalitickoj
aktivnosti enzima kao i u stabilizaciji njegove kvaterne strukture [29]. Sekundarne strukture
dviju glavnih domena, NAD- i SAH-vezuju¢ih domena, sastoje se od serije ponavljajucih a-
zavojnica i B-ploca, formiraju¢i sekundarnu super-strukturu poznatu pod nazivom Rossmanov
nabor (engl. Rossman fold) [9]. Rossmanov nabor jedna je od najzastupljenijih super-
sekundarnih struktura u prirodi, karakteristicna za mnogobrojne proteine koji vezu nukleotide
kao $to su NAD-ovisne dehidrogenaze, enzimi koji pokazuju najvecu strukturnu sli¢nost sa
SAHH-om [30]. Smatra se da ova superstruktura spada u skupinu najstarijih sekundarnih
motiva pradavnih proteinskih arhitektura [31]. Kvaterna struktura SAHH-a ukljucuje centar
tetramera koji se sastoji od NAD-vezuju¢ih domena razlicitih podjedinica, dok se SAH-
vezuju¢e domene nalaze na njegovoj povrsini (Slika 4. B). S obzirom na prostornu udaljenost
izmedu ovih domena, na temelju strukturnih analiza i racunalnog modeliranja poznatih
struktura s i bez supstrata odnosno inhibitora, pokazano je da SAHH zauzima dvije razlicite
konformacije; otvorenu (bez vezanog supstrata) i zatvorenu (s vezanim supstratom). Uslijed
vezanja supstrata dolazi do konformacijskih promjena pri ¢emu se kataliticka domena rotira za
18° oko spojnice dviju glavnih domena, pozicionirajuci supstrat u blizini kofaktora, ¢ime se

omogucéava pocetak njegove hidrolize odnosno reakcije oksidacije uz pomo¢ NAD* [32].



Aminokiseline katalitiCkog centra enzima ukljucuju konzervirane ogranke K185, D189, E155,
D130 i H54 koji direktno sudjeluju u mehanizmu reakcije, a njihova izmjena drasti¢no

smanjuje aktivnost ljudskog enzima SAHH [19].
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Slika 4. Trodimenzionalna struktura monomera i tetramera proteina SAHH. (A) Otvorena
konformacija monomera ljudskog SAHH-a (PDB:4YVF) s vezanim kofaktorom NAD" (Zuto). Tri glavne
domene monomera oznacene su razli¢itim bojama; SAH-vezuju¢a domena (ljubicasto), NAD-vezujuca
domena (crveno) i C-terminalna domena (crno). Siva strelica oznacava konformacijsku tranziciju iz otvorene
u zatvorenu konformaciju uslijed vezanja supstrata. (B) Zatvorena konformacija homotetramera SAHH.

Preuzeto i prilagodeno iz [24].

1.3. Bioloske uloge SAHH

Visoka evolucijska i strukturna o€uvanost SAHH-a i njegova uloga u metabolizmu metionina
ukazuju na univerzalnu zadacu ovog enzima u odrZavanju stanicne homeostaze. SAHH se
danas smatra esencijalnim enzimom ¢ija aktivnost predstavlja kritican parametar za funkciju
stanice 1 normalan razvoj organizama [24]. Njegova esencijalna priroda potvrdena je
mnogobrojnim studijama u kojima je pokazano da delecije gena SAHH i uvodenje mutacija s
gubitkom funkcije (LoF, od engl. loss of function mutations) uzrokuju embrionalnu smrt misa
[33,34], biljaka [35] i riba [36]. Takoder, farmakoloska i genska inhibicija aktivnosti SAHH-a
pokazuje negativan efekt na rast i razvoj biljaka te uzrokuje promjene globalnih metilacijskih
profila DNA uz promjene u ekspresiji gena klju¢nih za normalni razvoj biljaka [37-39]. Kod
misa, tretmani embrija kemijskim inhibitorima SAHH-a uzrokuju poremecaje u embriogenezi,
smanjuju proliferaciju misjih embrionalnih mati¢nih stanica (mESC) [40] i poticu njihovu

spontanu diferencijaciju [41].



1.3.1. SAHH i stani¢na metilacija

Uloga SAHH-a kao indirektnog, ali esencijalnog regulatora stani¢ne metilacije, usmjerila je
mnoga istrazivanja ka boljem razumijevanju molekularne povezanosti SAHH-a i raznovrsnih
stanicnih metiltransferaza (MT), enzima koji kataliziraju ovu univerzalnu modifikaciju
bioloskih makromolekula. Smatra se da izmedu 0,6-1,6 % ljudskih gena kodira za neku vrstu
SAM-ovisnih metiltransferaza [42] koje se svrstavaju u tri osnovne kategorije ovisno o
njihovima supstratima (DNA, RNA i proteini).

Obitelj DNA-metiltransferaza (DNMT1, DNMT3A i DNMT3B) odgovorne su za
metilaciju genoma, jedne od najviSe istrazene epigenetske modifikacije sisavaca koja ima
kljuénu ulogu u njihovom razvoju i diferencijaciji stanica [43]. Ustanovljeno je da je SAHH
direktan interakcijski partner metiltransferaze DNMTT1 (Slika 5.), enzima koji odrzava globalni
metilacijski profil prilikom replikacije molekule DNA, a njegova aktivnost je povecana u
prisutnosti SAHH u uvjetima in vitro [44]. Metilacija DNA de novo katalizirana je
metiltransferazama DNMT3A i DNMT3B, a aktivnost DNMT3B regulirana je putem, tzv.
H19/SAHH-regulatorne petlje [45,46]. Duga nekodiraju¢a RNA (IncRNA, od engl. long non-
coding RNA) H19 poznati je regulator ranog embrionalnog razvoja [47] i diferencijacije
skeletnih miSica [48], a direktnim vezanjem na protein SAHH inhibira njegovu kataliti¢ku
aktivnost (Slika 5.) §to posljedi¢no uzrokuje globalne promjene u metilaciji stani¢nog genoma
[46].

Druga skupina enzima, RNA-metiltransferaze, izuzetno su osjetljive na promjene u
omjerima metabolita SAM-a i SAH-a [7] te je nekoliko studija potvrdilo povezanost aktivnosti
SAHH-a i RNA-gvanin-7-metiltransferaze (RNMT) [49,50]. Ovaj enzim odgovoran je za
metilaciju modificiranog gvanina na 5' kraju eukariotskih primarnih transkripata (preRNA),
formirajuc¢i 7-metilgvanozin (m7G) ili tzv. 5' mRNA-kapu (Slika 5. B), koja ima klju¢nu ulogu
u stabilizaciji transkripata, regulaciji njihovog nuklearnog transporta i u inicijaciji translacije
[51]. Indirektan utjecaj SAHH-a na stabilnost i ekspresiju molekula RNA objasnjava ve¢ dugo
poznati snazan antiviralni karakter farkamoloskih inhibitora SAHH-a kod infekcije organizama
RNA-virusima [52-56]. Smatra se da mehanizam njihovog antiviralnog djelovanja ukljucuje
akumulaciji SAH-a 1 direktnu inhibiciji SAM-ovisnih RNA-metiltransferaza koje su
esencijalne za virusnu replikaciju i Sirenje infekcije [56,57].

Uz metilaciju nukleinskih kiselina, metilacija aminokiselina jedna je od glavnih
posttranslacijskih modifikacija proteina, a od posebnog je znacaja metilacija aminokiselinskih

ogranaka histona, lizina i arginina. Kovalentne modifikacije histona, kao §to su fosforilacija,



acetilacija, ubikvitinacija i metilacija, utje¢u na kompaktnost kromatinskih struktura te time
reguliraju kljucne stani¢ne procese kao §to su replikacija, popravak i transkripcija molekula
DNA [58]. Lizin metiltransferaze (KMT) kataliziraju mono-, di- i tri- metilaciju lizina, a do
danas su najvise istrazene metilacije specificnih lizina histona H3 (H3K4, H3K9, H3K27,
H3K36, H3K79) te njihov funkcionalni utjecaj na strukturu kromatina i gensku ekspresiju [59].
Nedavno je utvrdeno da je na specificnim kromatinskim pozicijama SAHH nalazi u direktnoj
interakciji s transkripcijskim faktorom BMALI, pozitivnim regulatorom transkripcije
oscilatornih gena koji sudjeluju u odrzavanju cirkadijalnog ritma kod sisavaca [60]. Takoder
je ustanovljeno da inhibicija SAHH-a smanjuje razine trimetilacije 4. lizina histona H3
(H3K4me3), epigenetske modifikacije koja potice aktivnu transkripciju gena [61]. S
mehanistickog stajaliSta, smatra se da interakcija SAHH-a i BMALI-a osigurava lokalno
uklanjanje SAH-a i1 pravilnu aktivnost metiltransferaze MML1, odgovornu za trimetilaciju
histonske oznake H3K4 te time povezuje aktivnhost SAHH-a i regulaciju ritmi¢ne transkripcije

cirkadijalnih gena (Slika 5. C).
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Slika 5. Mehanizmi regulacije metilacije bioloskih makromolekula djelovanjem SAHH-a. (A) Utjecaj
SAHH-a na metilaciju DNA de novo (dolje) i na kopiranje postoje¢ih metilacijskih profila prilikom
replikacije DNA (gore). (B) Metilacija molekula RNA prilikom posttranskripcijskog dodavanja 5' mRNA-
kape. (C) Trimetilacija H3K4 pomocu lizin-metiltransferaze MML1 (KMT) i aktivacija transkripcije
pomocu transkripcijskog faktora BMAL1 vezanog na SAHH. Preuzeto i prilagodeno iz [24].



1.3.2. Uloga SAHH u tumorima

Epigenetska kontrola genske ekspresije jedan je od glavnih mehanizama uspostavljanja
jedinstvenih stani¢nih karakteristika (fenotipova) tijekom njihove diferencijacije, proliferacije
1 adaptacije na vanjske podrazaje [62]. Znafajna perturbacija metilacijskih profila DNA i
histona, fenomen poznat kao epigenetsko reprogramiranje, takoder je jedno od glavnih
obiljezja tumorigeneze. Abnormalna metilacija uzrokuje promjene u ekspresiji gena pri cemu
se aktiviraju inace utiSani onkogeni, a inaktiviraju tumor supresori i geni odgovorni za
popravak DNA. Epigensko reprogramiranje inicira i propagira zloudnu transformaciju
normalnih stanica te rezultira ispoljavanjem tumorskog fenotipa stanica kao sto je replikacijska
besmrtnost, nekontrolirani rast, povecana invazivnost, promjene stanicnog metabolizma itd.
[63].

S obzirom na to da SAHH regulira aktivnost mnogobrojnih metiltransferaza te time utjece
na globalnu stani¢nu metilaciju, poCetkom 21. stolje¢a zapocela su istrazivanja funkcionalnih
uloga SAHH-a u tumorima. Prva ispitivanja ekspresije gena SAHH u razli¢itim tumorskim
tkivima (bubreg, kolon, koza, gusteraca itd.), utvrdile su njegovu znacajno nizu ekspresiju u
odnosu na zdravo tkivo, sugeriraju¢i njegovu tumor supresorsku ulogu [64]. No, u narednim
studijama utvrdeno je da je aktivnhost SAHH-a bitna za odrzavanje tumorskih obiljezja
odredenih vrsta stanica. Utvrdeno je da inhibicija aktivnosti SAHH-a u stani¢nim linijjama
karcinoma dojke uzrokuje smanjenu invazivnost i migraciju stanica [65,66] dok u
neuroblastomima, inhibicija SAHH-a rezultira pojaCanom apoptozom stanica [67,68]. Uz to,
ispitivanjem promjena stanicnog metabolizma tumorskih iniciraju¢ih stanica (TICs, od engl.
tumor-initiating cells) karcinoma pluca, utvrdena je znacajna aktivacija ciklusa metionina
predvodena povecanom ekspresijom metionin-adenoziltransferaze 2A (MAT2A), enzima koji
prevodi metionin u SAM, a inhibicija SAHH-a uzrokovala je smanjene sposobnosti formiranja
kolonija ovih stanica [69]. Navedena istrazivanja ukazuju da odredeni tumori posjeduju
povecane potrebe za protokom metilne skupine u stanicama te da su njihova tumorska svojstva
ovisna o enzimima i supstratima koji to omoguc¢uju. Temeljem navedenih istrazivanja, moguce
je pretpostaviti da inhibicija SAHH-a posjeduje joS neistrazeni terapeutski potencijal pri

lijecenju odredenih vrsta tumora.



1.4. Nedostatna aktivnost SAHH-a

Klju¢na uloga SAHH-a u normalnom razvoju ljudskog organizma potvrdena je otkricem rijetke
bolesti koja se naziva nedostatna aktivnost S-adenozilhomocistein hidrolaze (engl. AHCY
deficiency). Rijetke bolesti su progresivna, ¢esto kroni¢na i potencijalno letalna oboljenja koja
zahvacaju relativno mali postotak populacije u odnosu na ostale bolesti. Prema sluzbenoj
definiciji EU, bolesti se kategoriziraju kao rijetke ukoliko zahvacaju ne viSe od jedne osobe na
2000 stanovnika [70]. Iako se njihova ucestalost na individualnoj razini ne ¢ini velika,
procjenjuje se da otprilike 5 % svjetske populacije boluje od neke vrste rijetke bolesti [71]. Na
temelju podataka iz javne baze Orphanet [72], do danas se preko 6000 razli¢itih oboljenja
definira kao rijetke bolesti, a ve¢ina njih uzrokovana je nasljednim genetskim varijacijama
jednog ili vise gena.

Nedostatna aktivnost SAHH-a (Orphanet ID: 8868) je rijetko metabolicko oboljenje
uzrokovano mutacijama u genu SAHH koje rezultiraju inaktivacijom kataliti¢ke sposobnosti
enzima [73]. Prvi slucaj ovog oboljenja otkriven je 2004. godine kod hrvatskog pacijenta u
dobi od 12 mjeseci, a glavni klinicki simptomi ukljucivali su poremecaje u funkciji jetre,
smanjen tonus miSi¢a i zastoj u psihomotornom razvoju. [74] Najznacajnije promjene
biokemijskih parametara bile su poviSene razine metionina, aminotransferaza i kreatinkinaza
(CK), uz iznenadujuce drasticno povecanje metabolita SAH-a (150 x) i SAM-a (30 x) u odnosu
na referentne vrijednosti. Biokemijska slika pacijenta nije se poklapala niti s jednim dotada
poznatim oboljenjem, a karakteristicno smanjenje omjera metabolita metionina SAM:SAH,
upucivalo je na nepravilnu aktivnost enzima SAHH. Mjerenjem enzimatske aktivnosti
utvrdeno je svega 3 % (hepatociti) odnosno 5-10 % (fibroblasti) aktivnosti SAHH-a u odnosu
na kontrolne vrijednosti, a pretpostavljena dijagnoza u konacnici je potvrdena odredivanjem
nukleotidnog slijeda gena SAHH pacijenta i njegovih roditelja. Genetickom analizom utvrdene
su dvije razli¢ite mutacije na 4. eksonu kodirajuceg slijeda gena. Besmislena (engl. nonsense)
mutacija ¢.336G>A, p.W112*, koja uzrokuje preuranjeni terminacijski odnosno stop-kodon
(PTC, od engl. premature termination codon), naslijedena je od majke. Drugi alel gena SAHH
koji potjece od oca, sadrzi pogreSnu mutaciju koja izmjenjuje 143. aminokiselinu proteina iz
tirozina u cistein, c.428A>G, p.Y143C. Terapijski pristup temeljio se na restriktivnoj
metioninskoj dijeti uz suplementaciju fosfotidilkolina i kreatina. Modifikacija prehrane
rezultirala je djelomi¢nim smanjenjem razina metionina, SAM-a i SAH-a, a normalizacija
biokemijskih parametara bila je popracena blagim poboljSanjem tonusa misica i psihomotornog

razvoja pacijenta.
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Do danas je u literaturi opisano sveukupno 16 pacijenata s poremecajem nedostatne
aktivnosti SAHH-a (Tablica 1.). Kompleksana patofiziologija ove rijetke bolesti vidljiva je na
temelju Sirokog spektra klinickih simptoma koji zahvacaju razli¢ite organe 1 tkiva, preteZito
jetru, misi¢e i mozak. Kod vecine pacijenata, no ne iskljucivo, simptomi se manifestiraju ve¢
pri rodenju, a u odredenim slu€ajevima rezultiraju smrtnim ishodom (Tablica 1.- Pacijent
5,6,14,15,16). Glavna klinicka obiljezja obuhvacaju kombinaciju miSi¢nih poremecaja
(hipotonija, miopatija, skaropenija, hiporefleksija), neurorazvojnih  poremecaja
(hipomijelinizacija, mikrocefalija, zastoj psihomotornog razvoja) i disfunkciju jetre (blagi
hepatitis, fibroza, hepatocelularni karcinom) [75]. Karakteristicni biokemijski poremecaji
ukljucuju hipermetionemiju (visoke razine metionina), povecane razine kreatin kinaze (CK) 1
metabolita SAM-a i SAH-a [76]. Tezine klinickih slika i biokemijskih poremecaja razlikuju se
od pacijenta do pacijenta, a pretpostavlja se da ovise o funkcionalnom utjecaju mutacija gena

SAHH odnosno o stupnju naruSavanja aktivnosti i/ili ekspresije proteina [77].

Tablica 1. Popis do danas opisanih slucajeva nedostatne aktivnosti SAHH-a s pridruZenim
dijagnosti¢kim, biokemijskim, genetskim i terapijskim parametrima. Koncentracije metabolita SAM-a
i SAH-a izraZzene su u odnosu na srednje vrijednosti referentnih raspona koncentracija (/ = nije

dokumentirano ili mjereno).

Pacijent Biokemijski parametri Primjena

(referenca) Postavljena dijagnoza (dob) AN N Genotip terapije
1 [74] 12 mjeseci 30x% 150x W112%/Y143C +
2 [78] 1 mjesec 1,6 5% W112*/Y143C +
3[79] 26 godina 20x% 28x A89V/Y143C +
4 [80] 1 mjesec 1,8x 6,5% W112*/Y143C +
51[81] posthumno (novorodence) 20x% 80x R49C/D86G +
6 [82] posthumno (novorodence) / / R49C/D86G -
7 [83] 4,5 godine 20x% 80x% R49C/G71S +
8 [16] 8 mjeseci 55x 250% Y328D/Y143C +
9177] posthumno (32 godine) / / R49H/R49H -
10 [77] 7 godina 40x 140x R49H/R49H +
11 [77] posthumno (35 godina) / / R49H/R49H -
12 [77] posthumno (17 godina) / / R49H/R49H -
13 [84] 2 dana / / AB9V/Y143C -
14 [85] posthumno (novorodence) / / Y328D/E108K -
15 [75] posthumno (novorodence) / / T571/V217TM -
16 [76] 4 mjeseca (preminuo) 80x% 160x A48T/R36W +
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1.4.1. Terapijski pristup

Gotovo dva deseljeca nakon otkri¢a prvog pacijenta, preporucena terapija ostaje ista, restrikcija
unosa metionina u svrhu smanjenja njegove koncentracije ispod 10 pmol/L. Primarni cilj
terapije je pokuSaj normalizacije razina SAH-a, za koji se pretpostavlja da je glavni patoloski
¢imbenik ovog oboljenja [86]. No, otkricem novih slucajeva oboljenja te prac¢enjem ishoda
terapije na ve¢em uzroku pacijenata, pokazalo se da je njezina efikasnost varijabilna [76]. Do
danas je sveukupno 9 pacijenata (Tablica 1.) podvrgnuto modifikaciji prehrane nakon
postavljanja dijagnoze. Kod svih pacijenata, restriktivna dijeta imala je pozitivan ucinak na
poviSene razine metionina, no snizavanje razina metabolita SAH-a i SAM-a evidentirano je
kod svega nekoliko pacijenata. Usprkos smanjenju, ovi biokemijski parametri ostali su jo$
uvijek znacajno poviSeni u odnosu na kontrolne vrijednosti. S klinickog aspekta, blaga
poboljsanja neuroloskih simptoma i miSi¢nog tkiva primje¢ena su kod nekolicine pacijenata,
no kod vecine njih, neurorazvojni zastoj i disfunkcija jetre ostali su zamjetni, dok su dva
pacijenta preminula unato¢ vrlo ranoj primjeni terapije (Tablica 1.- Pacijent 5 1 16). Smatra se
da ishodi terapije ovise o tezini klini¢ke slike i dobi pacijenta u trenutku njezine primjene, a
multisistemski karakter ovog oboljenja i potencijalna manifestacija bolesti in utero
predstavljaju glavne prepreke u efikasnom lijeenju ove rijetke bolesti [86].

Jedini alternativni terapijski pristup do danas je primijenjen u slucaju 8. pacijenta.
Ukljucivao je transplastaciju jetre kao glavnog metabolickog organa klju¢nog za odrzavanje
sistemskog omjera SAM:SAH u cijelom organizmu [16]. Pacijent je ve¢ pri samom rodenju
pokazivao izrazito tesku klinicku sliku s cijelim nizom razvojnih i funkcionalnih poremecaja
jetre, mozga i misica. Razine metionina, SAM-a, a posebice SAH-a, bile su drasti¢no povecane.
Cak 250 puta veéa koncentracija SAH-a izmjerena je u krvi pacijenta, $to je dosada najvece
zabiljeZzeno povecanje ovog metabolita u literaturi (Tablica 1.). Preporucena dijetalna terapija
primjenjena je vrlo brzo nakon postavljanja dijagnoze, no njezin ucinak pokazao se
nezadovoljavajudi, stoga je predlozena parcijalna transplantacija jetre kao alternativni pristup
u pokusaju normalizacije povisenih biokemijskih parametara. Sest mjeseci nakon operativnog
zahvata, ustanovljeno je znacajno smanjenje razina metionina, SAM-a i SAH-a, uz primjetno
poboljsanje ukupnih razvojnih sposobnosti pacijenta. Ovaj slucaj, zajedno s rastu¢im brojem
novih pacijenata, jasno ukazuje na potrebu za boljim razumijevanjem patologije ovog
poremecaja 1 primjenom novih, ciljanih terapija koje su u posljednjem desetlje¢u znacajno
uznapredovale, a neke se ve¢ aktivno koriste u lijeCenju drugih, bolje okarakteriziranih

genetskih oboljenja [8§7—-89].
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1.5. Genetska raznolikost i podjela genetskih varijanti

Razvojem naprednih genomskih tehnologija u posljednjih 20 godina otkrivena je neocekivano
visoka razina genetske raznolikosti unutar ljudske populacije. Genetske varijacije definiraju se
kao promjene u primarnom slijedu molekule DNA koje mogu nastati spontano (de novo) ili su
naslijedene od roditelja. DosadaSnjim istrazivanjima i usporedbama cjelokupnih genoma
pojedinaca, ustanovljena je varijabilnost od otprilike 1 % ukupnog genoma izmedu svakog
covjeka [90]. Genetske varijacije dijele se u viSe skupina, a ukljucuju varijante jednog
nukleotida (SNV, od engl. single nucleotide variant), manje insercije i1 delecije (engl. indels)
te veée strukturne varijante kao $to su varijacije u broju kopija gena (CNVs, od engl. copy
number variants) uz inverzije i translokacije vecih dijelova kromosoma. Genetska raznolikost
osnova je za odvijanje fundamentalnih evolucijskih procesa, ¢ime se osigurava prezivljenje
zivih organizama i ocuvanje cjelokupnih vrsti. No, osim $to predstavljaju glavni razlog
fenotipske raznolikosti Zivog svijeta, genetske varijante mogu (in)direktno narusSiti normalni
razvoj i zdravlje cjelokupnog organizma te uzrokovati raznolika oboljenja.

SNV-ovi najvise doprinose genetskoj raznolikosti ljudske populacije, a nazivaju se 1
polimorfizmi jednog nukleotida (SNPs, od engl. single nucleotide polymorphisms) ukoliko je
odredena varijanta prisutna u vise od 1 % populacije. S druge strane, osim tzv. Cestih
polimorfizama, razlikujemo i rijetke varijante ¢ija je ucestalost u populaciji manja od 1 %. [91]
Varijante koje se nalaze unutar kodirajuceg slijeda gena i uzrokuju promjene aminokiselinskog
slijeda ubrajaju se u skupinu, tzv. nesinonimnih (engl. nonsynonymous) nukleotidnih
supstitucija, odnosno mutacija. Besmislene mutacije podskupina su nesinonimnih mutacija
koje uzrokuju najdrasti¢nije promjene proteinskih sljedova. Ova vrsta mutacija uzrokuje PTC
koji u konacnici rezultira skra¢enim, vrlo Cesto nefunkcionalnim proteinskim produktom.
Druga skupina nesinonimnih mutacija ukljucuje pogresne (engl. missense) mutacije koje
uzrokuju izmjenu jedne aminokiseline u drugu aminokiselinu s potencijalno razli¢itim
fizikalno-kemijskim svojstvima (engl. radical aminoacid change). PogreSne mutacije
posljedicno mogu imati drasti¢an utjecaj na fizioloSke karakteristike proteina, modificirajuci
njihovu stabilnost, aktivnost, lokalizaciju, smatanje, inter- i intra- molekulske interakcije itd.
[92]. OCciti potencijal nesinonimnih mutacija na izmjene fenotipa produbljuje potrebu za
razumijevanjem njihovih funkcionalnih posljedica, posebice u kontekstu rijetkih bolesti i

tumora, poremecaja koji su ¢esto uzrokovani genetskim ¢imbenicima.
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1.5.1. Varijante gena SAHH

Ljudski gen koji kodira za protein SAHH (Ensembl ID :ENSG00000101444.13) nalazi se na
20. kromosomu na poziciji 20q11.22, prema aktualnoj verziji referentnog ljudskog genoma-
GRCh38.p14/hg38. Kanonski transkript (Ensembl ID: ENST00000217426.7) sadrzi 2154
parova baza, a sastoji se od 10 eksona koji kodiraju za 432 aminokiseline proteina SAHH
prosjecne molekulske mase od 47,7 kDa (UniProt ID: P23526).

Prema podacima javne baze genetskih varijanti dbSNP (izdanje 156), do danas je
identificirano preko 500 razli¢itih pogreSnih mutacija gena SAHH [93]. Nagli napredak
tehnologija sekvenciranja sljede¢e generacije (NGS, od engl. next-generation sequencing),
omogucio je generiranje velike koli¢ine genomskih podataka kao $to su cjelokupni ljudski
genomi 1 eksomi. Ovi podaci omogucili su uspostavu velikih referentnih populacijskih baza,
kao $to je gnomAD, koja sadrzi podatke o ucestalosti pojedinih genetskih varijanti u ljudskoj
populaciji [94]. Baza gnomAD trenutno obuhvaca preko 15,000 ljudskih genoma i vise od
125,000 eksoma (izdanje 2) te se neprestano prosiruje. Opcenito, referentne populacijske baze
zna¢ajno unapreduju bioloSku interpretaciju genetskih varijanti i pomazu u identifikaciji 1
razlu€ivanju rijetkih, ve¢inom patogenih, od Cestih, nerijetko benignih varijanti [95].

Do danas je poznato sveukupno 13. razli¢itih mutacija za koje se smatra da
predstavljaju genetsku osnovu autosomno recesivnog poremecaja nedostatne aktivnosti
SAHH-a (Tablica 2.). Pretpostavljeni patogeni karakter ovih mutacija temelji se na
podudarnosti klinickih i biokemijskih poremecaja oboljenja, teorijskog znanja o metabolickim
posljedicama disfunkcije SAHH-a i heterozigotnih genotipova koji su detektirani kod
pacijenata (poglavlje 1.4.). Ucestalost ovih mutacija u ljudskoj populaciji izuzetno je niska
(<0,01 %), stoga se ubrajaju u skupinu izuzetno rijetkih varijanti koje u pravilu ¢es¢e utjecu na
fenotip 1 imaju vecu vjerojatnost izazivanja bolesti od manje rijetkih odnosno Cestih varijanti
[96,97]. Gotovo sve do danas poznate mutacije kodirajuceg slijeda gena SAHH spadaju u
skupinu pogreSnih mutacija, uz dodatak jedne besmislene mutacije, p.W112* (Tablica 2.).
Prema bazi podataka klinickog znacaja varijanti ClinVar [98], trenutno se samo nekolicina
mutacija nedvojbeno kategorizira kao patogene varijante (Tablica 2.). Preostale mutacije ili jo$
nisu evidentirane u samoj bazi, zbog sve brze detekcije novih pacijenata i mutacija NGS-om,
ili se jos§ uvijek ubrajaju u skupinu tzv. varijanti nepoznatog znacaja (VUS, od engl. variants
of uncertain significance), primarno zbog nedostatka eksperimentalnih dokaza o njihovom

(Stetnom) funkcionalnom utjecaju.
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Tablica 2. Podaci o mutacijama koje uzrokuju oboljenje nedostatne aktivnosti SAHH-a. Mutacije su
poredane prema redoslijedu njihovog otkrica. Referentni i alternativni nukleotid (A,T,C,G) navedeni su za
pojedinu mutaciju uz njihove pozicije unutar kanonskog transkripta gena SAHH (referentni genom
GRCh37/hg19). Podaci o ucestalosti mutacija izvedeni su iz baze gnomAD (izdanje 2.1.1). Klinicki znacaji
izvedeni su iz baze ClinVar (podaci prikupljeni 17.08.2023.). Oznake i kratice: VUS= varijanta nepoznatog

znacaja, /= varijanta i/ili podatak nije evidentiran u bazi, *= stop-kodon.

Redni | Aminokiselinska Nukleotidna

broj izmjena izmjena dbSNP ID Ucestalost Klinicki znacaj
L. p-W112* c.336G>A rs121918607 / Patogena
2. p.Y143C c.428A>G rs121918608 8,5 %107 Patogena
3. p-A89V c.266C>T 15755222515 1,6 x 107 VUS
4. p.R49C . 145C>T 1rs369428934 2,8 x10° Patogena
5. p.D86G c.257A>G rs773162208 3,9 %107 Patogena
6. p.G71S c2l1G>A / / /
7. p.Y328D c.982T>G rs748855369 2,0 x 107 VUS
8. p-R49H c.146G>A 15563484762 8,5 x10° /
9. p.E108K c.322G>A rs1180386561 8,5 x10° /
10. p.T571 c.170C>T / / /
11. p.V217M c.649G>A / / /
12. p.-A48T c.142G>A 11279429799 4,0x 10°° VUS
13. p-R36W c.106C>T / / /

1.5.2. Funkcionalne analize proteina SAHH

Funkcionalne analize temeljna su istrazivanja molekularne biologije, biokemije i genetike,
znanstvenih disciplina koje se bave proucavanjem uloga gena i proteina u bioloskim sustavima.
Ispitivanja fizioloSkih obiljezja proteina poput strukture, enzimske aktivnosti, lokalizacije 1
medumolekulskih interakcija, pruzaju uvid u njihovu biolosku funkciju i ulogu unutar
kompleksnih stani¢nih procesa. Danas se primjenjuju raznoliki metodoloSki pristupi u
istrazivanju funkcije gena i/ili proteina kao Sto su bioinformaticke in silico (prediktivne)
metode, fluorescentna  mikroskopija, imunoprecipitacija, kromatografija, masena
spektrometrija, klasicne metode rekombinantne DNA, testovi enzimske aktivnosti in vitro te
novije metode visoke protocnosti (transkriptomika, metabolomika, proteomika itd.) [99].

Funkcionalne analize proteina od posebne su vaznosti za razumijevanje molekularnih
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posljedica genetskih mutacija. Samo jedna promjena aminokiseline moze znacajno
destabilizirati nativnu strukturu proteina, poremetiti njegovu fiziolosku ulogu i esencijalne
stani¢ne procese te time narusiti ljudsko zdravlje. Ispitivanja funkcionalnih utjecaja pogresnih
mutacija od posebnog su interesa jer predstavljaju kljucnu kariku u razumijevanju povezanosti
proteinskih struktura i njihove specifi¢ne funkcije. Takoder pomazu u razjasnjavanju temeljnih
uzroka genetskih bolesti $to unaprjeduje klinicke ishode lijecenja.

Laboratorij za naprednu genomiku (LNG) Instituta Ruder Boskovi¢ sudjelovao je u
otkricu prvog slucaja genetskog poremecaja nedostatne aktivnosti SAHH-a, a poseban
doprinos imao je u analizi gena SAHH i identifikaciji prvih patogenih mutacija (p.W112* i
p.Y143C) [74]. U suradnji s ostalim struénjacima, ekspertiza LNG-a u tehnikama
rekombinantne DNA i heterologne ekspresije proteina, omogucila je prvu eksperimentalnu
potvrdu o Stetnom utjecaju mutacija na aktivnost ovog esencijalnog enzima [100]. Narednim
otkri¢ima novih pacijenata i mutacija zapocet je sada ve¢ dugogodiSnji niz proucavanja
njihovog utjecaja na stabilnost i aktivnost SAHH-a u sklopu djelovanja LNG-a [81,83,101].
Uz to, primjenom novih metodoloskih pristupa u analizi SAHH-a (stani¢ni ekspresijski sustavi
i visokoprotocne ,,omics“ metode) proSirena su saznanja O njegovoj unutarstanicnoj
lokalizaciji, interakcijama protein-protein i ulogama u esencijalnim stani¢nim procesima [102—
104]. S klinickog aspekta, analize mutiranih proteina in vitro pokazale su da stupanj
inaktivacije proteina SAHH ovisi o razlikama fizikalno-kemijskih svojstva originalne i
izmijenjene aminokiseline te je predlozena korelacija tezine biokemijskih 1 klinic¢kih
poremecaja 1 genotipa [73]. Kod pacijenata koji imaju snazno ili potpuno inaktivirajuce
mutacije (R49C- 7 % ili D86G- 15 %) bolest se u pravilu manifestira u vrlo ranoj dobi s
potencijalno smrtnim ishodom, a karakterizirana je znacajnim zastojem u razvoju i drasti¢no
povecanim razinama metabolita SAM-a i SAH-a (Tablica 1. Pacijent 1,2,4,5,6 1 7). S druge
strane, pacijenti sa srednje ili slabo inaktiviraju¢im mutacijama (Y143C-25 %, A89V-23 %,
R49H- pretpostavlja se slaba inaktivacija), tek su u odrasloj dobi poceli su pokazivati odredene
simptome bolesti (Tablica 1. Pacijent 3, 9, 11, 12).

Prije gotovo 10 godina, otkriven je pacijent s kombinacijom ve¢ poznate mutacije
p-Y143C, identificirane kod prvog pacijenta, i nove pogreSne mutacije p.Y328D (Tablica 1.-
Pacijent 8.) [16]. Osim jedne zajednicke mutacije (p.Y 143C), ovi pacijenti imali su vrlo slicnu
klinicku manifestaciju bolesti, karakteriziranu teskim multisistemskim poremecajima i do
danas najviSim izmjerenim razinama metabolita SAM-a i SAH-a (Tablica 1.). Na temelju
predlozene korelacije genotipa i fenotipa bolesti, pretpostavljeno je da novotkrivena mutacija

p-Y328D uzrokuje potpunu inaktivaciju proteina SAHH u myjeri koja je sli¢na funkcionalnom
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utjecaju besmislene mutacije p.W112*, koja uzrokuje PTC. Besmislene mutacije opcenito
dovode do potpunog nedostatka funkcionalnog genskog produkta te su glavni uzrok mnogih
nasljednih genetskih poremecaja poput cisti¢ne fibroze, B-talasemije i Duchenneove misi¢ne
distrofije [105]. S jedne strane, preuranjena terminacija translacije zbog PTC-a rezultira
sintezom skracenih vrlo ¢esto nefunkcionalnih proteina. Uz to, na posttranskripcijskoj razini
genske ekspresije, transkripti s PTC-om aktivno se uklanjaju kontrolnim mehanizmom NMD
(od engl. nonsense-mediated decay), Cime stanica ve¢ prije same translacije onemogucuje
sintezu potencijalno Stetnih proteina [106]. Novotkrivena mutacija p.Y 328D ne uzrokuje PTC,
ve¢ izmjenjuje 328. aromatski tirozin u negativno nabijeni aspartat, stoga molekularna osnova
teSkog fenotipa bolesti ovog pacijenta ostaje nejasna. Zanimljivo je da je veéina ostalih
pogresnih mutacija grupirana unutar prvih 150 aminokiselina kataliticke domene proteina
SAHH, dok se mutacija p.Y328D nalazi puno blize C-kraju, u domeni koja veze kofaktor
NAD", za koju je poznato da izgraduje srediSte tetramerna SAHH-a (Slika 6.) [30]. Takoder je
zanimljivo da unato€ viSestrukim pokusajima, ekspresija rekombinantnog proteina s mutacijom
p-Y328D u prokariotskim ekspresijskim sustavima nije bila uspjeSna te je rezultirala
formiranjem netopljivih inkluzijskih tijela [104]. Kako bi se razjasnile molekularne poveznice
izmedu teSkog klini¢kog fenotipa i genotipa gena SAHH, glavni cilj ovog istraZivanja je
analizirati ekspresiju mutiranih gena na razini transkripata i proteina te istraziti molekularne
mehanizme u pozadini pretpostavljenog potpunog nedostatka mutiranih genskih produkata. U
sklopu ove disertacije, analizirati ¢e se ekspresija tri mutacije; p.W112*, p.Y328D i p.Y 143C,
kako bi se sveobuhvatno ispitao genotip pacijenata koji boluju od tezih oblika nedostatne
aktivnosti SAHH-a. Pretpostavljeno uklanjanje transkripata s mutacijom p.W112* po prvi put
¢e se ispitati ovim istrazivanjem, a glavni fokus je ispitivanje utjecaja pogreSne mutacije
p-Y328D, za koju se pretpostavlja da dovodi do posttranslacijskog uklanjanja mutiranog
proteina. Potrebu za razumijevanjem njezinog funkcionalnog utjecaja dodatno osnazuje otkrice
novog pacijenta s mutacijom p.Y328D, koji je, nazalost, preminuo zbog zatajenja vitalnih

organa samo 7 dana nakon rodenja [85].

R49C/H
A48T
R36W

G71S  A89V wi12*

D86G | E108K Y143C V217M Y328D

T571

SAH- vezuju¢a domena NAD- vezujuéa domena C- kraj

N-kraj 50 100 150 200 250 300 251 400

Slika 6. Shematski prikaz primarnog slijeda proteina SAHH i pozicija poznatih patogenih mutacija.
Glavne proteinske domene oznacene su razli¢itim bojama. Patogene mutacije oznacene su u odnosu na

njihovu poziciju unutar aminokiselinskog slijeda proteina. Preuzeto i prilagodeno iz [24].
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1.6. Stani¢ni mehanizmi kontrole kvalitete genske ekspresije

Prijenos genske upute s molekula DNA (gena) u funkcionalne genske produkte naziva se
genska ekspresija, a predstavlja temeljni mehanizam prevodenja genotipa u vidljiva obiljezja
organizma odnosno fenotip. Dva osnovna koraka genske ekspresije su sinteza molekula RNA
(transkripcija) i sinteza proteina (translacija), no cjelokupni proces ukljuuje i njihovu
kontroliranu razgradnju uz niz kompleksnih regulatornih mehanizama (Slika 7.) koji stanici
omogucuju modulaciju ekspresije gena ovisno o njezinim potrebama [107].

Konaéni produkti genske ekspresije najceS¢e su proteini, najzastupljenije bioloSke
makromolekule poznate po svojoj strukturnoj raznolikosti koja im omogucuje obavljanje
mnogobrojnih funkcija u stanici kao Sto su strukturiranje, kataliza, transport, skladistenje,
signalizacija itd. Osiguravanje funkcionalnosti svih stani¢nih proteina (proteoma), klju¢no je
za vijabilnost stanice i zdravlje cjelokupnog organizma. U svrhu ocuvanja funkcionalnog
transkriptoma i1 proteoma, stanice su razvile viSestruke kontrolne mehanizme kojima
nadgledaju kvalitetu cjelokupnog procesa genske ekspresije na vise razina. Kontrola kvalitete
stani¢nog transkriptoma provodi se mehanizmima nadzora molekula mRNA (engl. mRNA
surveillance) dok se odrzavanje kvalitete proteoma odvija pomoc¢u ubikvitin-proteasomskog

sustava (UPS, od engl. ubiquitin-proteasome system) i autofagije [108,109].

Genom Transkriptom Proteom Fenotip

MFNJ«.‘W ‘%f Ny MM &

histona
Izreznvanje ( Pollademlacua Fosforilacija

Genetske Topologija DNA Modifikacije Degradacua Ubikvitinacija | Degradacija
varijante kromosoma metilacija mRNA proteina

Slika 7. Shematski prikaz prevodena genotipa u fenotip. Temeljni mehanizmi genske ekspresije

(transkripcija i translacija) s pridruzenim regulatornim i kontrolnim mehanizmima koji moduliraju razine
genskih produkata oznaceni su razli¢itim bojama ovisno o razini na kojoj utjeCu na gensku ekspresiju.

Preuzeto i prilagodeno iz [107].
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1.6.1. Mehanizmi kontrole kvalitete transkriptoma

Metabolizam eukariotskih mRNA zapocinje njihovom sintezom u jezgri, prepisivanjem genske
informacije pohranjene u molekuli DNA uz pomo¢ RNA-polimeraze II. Novosintetizirani
primarni transkripti (pre-mRNA) dodatno se modificiraju kroz tri osnovna koraka njihove
dorade; izrezivanjem introna (engl. splicing), dodavanjem 5'-kape i 3’-poliadenilacijskog
signala (poli (A) rep). Ove modifikacije nuzne su za stabilizaciju transkripata, njihov transport
u citoplazmu 1 translaciju u konac¢ne produkte genske ekspresije, proteine. Iako vrlo efikasni,
navedeni mehanizmi nisu savrSeni te nerijetko dolazi do sinteze pogreSnih transkripata koji
nisu funkcionalni ili uzrokuju sintezu mutiranih, ¢esto Stetnih proteina.

U stani¢noj jezgri provodi se kontrola kvalitete genske ekspresije ve¢ na
transkripcijskoj razini. Ovi mehanizmi primarno prepoznaju krivo doradene i nestabilne
transkripte, zadrzavaju ih u jezgri i usmjeravaju u kanonske degradacijske puteve, najcesce 3’
- 5’ eksonukleaznom razgradnjom eksosomima ili 5" = 3’ razgradnjom eksoribonukleazom
XRNI1 [110]. S druge strane, transkripti s manjim greskama, najceS¢e toCkastim mutacijama
koje su prepisane s genoma ili su pak nastale pogreskama u transkripciji, uspjesno se
transportiraju u citoplazmu, a prepoznaju se tijekom prvog translacijskog ciklusa na
ribosomima [111]. Tri osnovna posttranslacijska mehanizma kontrole kvalitete transkripata
ukljucuju; degradaciju mRNA s besmislenom mutacijom (NMD, od engl. nonsense-mediated
decay), degradaciju mRNA bez stop-kodona (NSD, od engl. nonstop decay) 1 degradaciju
mRNA uslijed zastoja ribosoma (NGD, od engl. no-go decay).

1.6.1.1. Degradacija mRNA s besmislenom mutacijom (mehanizam NMD)

Inicijalno otkriven u kvascu S. cerevisiae [112] i modelnom organizmu C. elegans [112], a
kasnije potvrden u gotovo svim organizmima, od kvasca do sisavaca [113,114], NMD je
zasigurno najvise istrazen mehanizam kontrole kvalitete mRNA do danas, a odgovoran je za
prepoznavanje i degradaciju transkripata koji sadrze PTC.

Kod eukariota, prepoznavanje PTC-a provodi se pomocu dva predlozena modela; EJC-
ovisnog i 3' UTR modela [111]. Model EJC (od engl. exon-junction complex) temelji se na
prepoznavanju PTC-a koji se nalazi minimalno 50-55 nukleotida uzvodno od spojnice dva
eksona (engl. exon-exon junction). Posttranskripcijskim izrezivanjem introna u jezgri dolazi do
spajanja dva susjedna eksona i uzastopnog vezanja EJC-a koji sluzi kao molekularna oznaka
spojnice eksona [115]. Tijekom prvog translacijskog ciklusa, stop-kodon uzrokuje zastoj

translacijske masinerije i ribosoma, a prisutnost nizvodnog EJC-a signalizira da se radi o PTC-
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u nakon Cega se pokrece aktivacijska kaskada mehanizma NMD (Slika 8 A). Aktivacija
zapocinje formiranjem i vezanjem tzv. kompleksa SURF u blizini PTC-a. Kompleks SURF
klju€an je za odvijanje NMD-a, a sastoji se od terminacijskih faktora eRF1 i eRF3, kinaze
SMG1, represora kinaze SMG8 i SMGY9 te ATP-ovisne RNA-helikaze UPF1. Blizina
kompleksa SURF i nizvodnog EJC-a pogoduje interakciji proteina UPF1 i UPF2, a ova
interakcija aktivira helikaznu aktivnosti faktora UPF1 koji poti¢e odmatanje molekule RNA,
disocijaciju represora SMG8 i SMGY9 i fosforilaciju UPFl-a pomoc¢u kinaze SMGI.
Rezultiraju¢i kompleks poznat je pod nazivom DECID (od engl. decay-inducing complex)
(Slika 8. B). Fosforilacija UPF1-a predstavlja temeljni aktivacijski signal NMD-a. Omogucuje
interakciju UPF1-a s faktorom eRF3 koja dovodi do terminacije translacije. Uz to, fosforilacija
UPF1-a pokre¢e i degradacijsku masineriju, predvodenu vezanjem endonukleaze SMG6 i
ostalih degradacijskih faktora koji destabiliziraju transkript i u konac¢nici uzrokuju njegovu
razgradnju u smjeru 5’ = 3’13’ > 5’ (Slika 8 C.) [116].
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(A)25(A)5(A),
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(A),5(A),5(A)5(A),

Normalni STOP
kodon

Normalni STOP

kodon

AAAAAAA(A),
A

’
.

é CORA=NOT) <---"  Deadenilacija

Endonukleazno

cijepanje \(

Degradacija transkripta

Slika 8. Aktivacija i provedba NMD-a putem EJC-ovisnog modela. (A) Prepoznavanje PTC-a pomoc¢u
kompleksa SURF. (B) Fosforilacija UPF1-a i formiranje kompleksa DECID. (C) Terminacija translacije i
degradacija transkripta s PTC-om. Oznake: m’G= 7-metilgvanozin, AUG= start-kodon, PTC= preuranjeni
stop-kodon, eRF1/eRF3= terminacijski faktori, P= fosfatna skupina. Preuzeto i prilagodeno iz [116].
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Iako je model EJC dobro istrazen kod sisavaca, visoka aktivnost NMD-a u organizmima
koji posjeduju vrlo malo introna, kao Sto je S. cerevisiae, ukazuje na postojanje alternativnih
mehanizama aktivacije NMD-a, koji su neovisni o EJC-u. Drugi, manje istrazeni model, temelji
se na produzenju dijela transkripta 3’ UTR (od engl. untranslated region) zbog PTC-a. Smatra
se da nakupljanje UPF1-a na 3" UTR-u uzrokuje kompeticiju izmedu proteina UPF1 i PABP
za vezanje terminacijskih faktora eRF1 i eRF3, ¢ime se poti¢e preuranjena terminacija

translacije 1 degradacija transkripta s PTC-om [117,118].

1.6.1.2. Degradacija mRNA bez stop-kodona (mehanizam NSD)

Mehanizam NSD otkriven je 2002. godine u kvascu, a iste godine potvrden je kod sisavaca
[119,120]. Odgovoran je za degradaciju transkripata bez stop-kodona, koji najcesce nastaju
nepravilnom poliadenilacijom ili endonukleaznim cijepanjem otvorenog okvira ¢itanja (ORF,
od engl. open reading frame) transkripta [121]. Nedostatak stop-kodona dovodi do translacije
poli-(A) repa 3'-kraja transkripta, uzrokujuéi zastoj ribosoma pri ¢emu dolazi do vezanja
proteina Ski7, glavnog faktora mehanizma NSD, u prazno A-mjesto ribosoma. Ski7 ubraja se
u skupinu adaptorskih proteina i strukturno je vrlo sli¢an terminacijskom faktoru eRF3, stoga
njegovo vezanje u A-mjesto dovodi do disocijacije ribosoma. Ski7 takoder sluzi kao adaptor

za eksosome, eksonukleazne komplekse koji razgraduju transkript u smjeru 3’ - 5'.

1.6.1.4. Degradacija mRNA uslijed zastoja ribosoma (mehanizam NGD)

Posljednji u nizu, mehanizam NGD, identificiran je u kvascu, insektima i sisavcima [122—-124].
Glavno obiljezje ovog mehanizma je zastoj translacijsko elongacijskog kompleksa zbog
stabilnih sekundarnih struktura transkripta ili prisutnosti rijetkih kodona koji uzrokuju prazno
A-mjesto ribosoma [121]. Klju¢ni regulatori ovog mehanizma ukljucuju proteine Dom34
(Pelota kod sisavaca) i Hbsl. Sli¢no kao i prethodno spomenuti regulator NSD-a, Ski7, ovi
proteini strukturno nalikuju terminacijskim faktorima eRF1 i eRF3. Strukturnim analizama
pokazano je da se vezu u A-mjesto ribosoma i poticu razgradnju transkripta, iako toc¢an
mehanizam nije jo§ razjaSnjen. Nedavno je pokazano da je efikasnost NGD-a proporcionalna
gusto¢i zastalih ribosoma, a pretpostavlja se da njihovi sudari aktiviraju zasada jo§ nepoznate

endonukleaze koje cijepaju transkript i omogucuju njegovu razgradnju [125].
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1.6.2. Mehanizmi kontrole kvalitete proteoma

Proteini su temeljne gradevne jedinice stanice 1 zasigurno najznacajnije bioloSke
makromolekule. Odrzavanje ravnoteze stanicnog proteoma, poznato pod nazivom proteostaza,
od temeljne je vaznosti za vijabilnost stanice i zdravlje cjelokupnog organizma. S obzirom na
to da je bioloska funkcija proteina definirana njihovom trodimenzionalnom strukturom, krivo
smotani i nefunkcionalni proteini narusavaju stani¢nu proteostazu i dovode do patoloskih
stanja kod Covjeka. Danas je poznato da je upravo nakupljanje krivo smotanih proteina
molekularna osnova mnogih metabolickih oboljenja, raka, a posebice neurodegenerativnih
poremecaja (Alzherimer, Parkinson, Huntington, Amiotrofi¢ne lateralne skleroze itd.) [109].
Centralnu ulogu u kontroli kvalitete proteoma imaju molekularni Saperoni, raznolika skupina
proteina koja sudjeluje i potpomaze u smatanju proteina, njihovom prometovanju kroz stanicu
1 usmjeravanju u degradacijske puteve [126]. Dva najces¢a mehanizma degradacije proteina
ukljucuju UPS i autofagiju, a njihova glavna razlika je veli¢ina stani¢nih supstrata koje ovi

sustavi razgraduju.

1.6.2.1. Ubikvitin-proteasomski sustav (UPS)

UPS je najpoznatiji degradacijski mehanizam koji osigurava ciljanu i kontroliranu razgradnju
vecine stani¢nih proteina (> 80 %) [127]. Takoder je odgovoran za uklanjanje krivo smotanih
1 oSte¢enih proteina, ¢ime predstavlja temeljni mehanizam odrzavanja kvalitete stani¢nog
proteoma [128,129]. Selektivna degradacija proteina UPS-om ukljucuje dva osnovna procesa;
obiljezavanje proteina predodredenih za razgradnju ubikvitinom te njihovo proteoliti¢ko
cijepanje katalizirano proteasomom 26S [130]. Proteasom je veliki proteinski kompleks koji se
sastoji od dvije podjedinice; ATP-ovisne regulatorne kape 19S i proteoliticke jezgre 20S.
Regulatorna podjedinica primarno sluzi za prepoznavanje ubikvitiniranih proteina i njihovo
usmjeravanje u proteoliticki centar proteasoma koji katalizira njihovu razgradnju na kratke
peptide [131,132]. Prije same razgradnje, proteini se kovalentno modificiraju ubikvitinom,
visoko konzerviranim polipeptidom koji se sastoji od 76 aminokiselina. Ubikvitinacija proteina
odvija se putem reakcijske kaskade koja ukljucuje tri skupine enzima; E1- enzimi za aktivaciju
ubikvitina, E2- enzimi za prijenos i konjugaciju ubikvitina i E3- ubikvitinske ligaze [128].
Kaskada zapocinje aktivacijom C-terminalnog glicina ubikvitina uz pomo¢ ATP-a i enzima
E1. Aktivirani ubikvitin zatim se prenosi pomocu enzima E2 do proteinskog supstrata vezanog
na enzim E3. Kona¢no, E3-ubikvitinska ligaza katalizira stvaranje izopeptidne veze izmedu

aktiviranog C-terminalnog glicina ubikvitina i bo¢ne amino-skupine lizina supstrata (Slika 9.)

22



[129]. Enzimi E3 klju¢na su karika ove kaskade, s obzirom na to da direktnim vezanjem na
supstrat reguliraju specifi¢nost i efikasnost ubikvitinacije, a time i cjelokupnog degradacijskog
mehanizma. Esencijalna uloga enzima E3 odrazava se i u njihovoj raznolikosti u odnosu na
ostale dvije skupine proteina. Do danas je poznato preko 600 razlicitih E3-ubikvitinskih ligaza,
za razliku od svega 50-ak enzima E2 i samo 2 enzima E1 kod ¢ovjeka [128,133]. Zbog njihove
izuzetne raznolikosti, E3-ubikvitinske ligaze dijele se u nekoliko skupina na temelju njihovih
strukturnih i funkcionalnih razlika. Dvije najpoznatije skupine ukljucuju E3-ligaze HECT (od
engl. Homologus to E6AP C-Terminus) i RING (od engl. Really Interesting New Gene).
Ubikvitinacija proteina opcenito, u kontekstu njihove posttranslacijske modifikacije, takoder
je izuzetno funkcionalno 1 strukturno raznolika. Naime, osim dodatka jednog ubikvitina
(monoubikvitinacija), njihovom uzastopnom konjugacijom preko vlastitih lizinskih ogranaka
(K6, K11, K27, K29, K33, K48 i K63) mogu nastati raznoliki (linearni i razgranati)
poliubikvitinski lanci [134]. Danas je poznato da razli¢ite poliubikvitinske strukture imaju
specificne funkcionalne uloge u razli¢itim stani¢nim procesima kao S§to su stanicna
signalizacija, transport proteina, popravak DNA, kontrola stani¢nog ciklusa te ve¢ spomenuta
degradacija proteina [134,135]. NajviSe istrazeni i naj¢esc¢i oblik povezivanja ubikvitina u lance
je preko 48. lizina (K48) koji je odgovoran upravo za obiljezavanje degradacijskih supstrata za

razgradnju 26S-proteasomom [130].

(U)

o
(@ E2
Supstrat

Uy

/ E1

Supstrat ) E3

26S proteasom E2

ATP

. Ed
Degradacija

Slika 9. Reakcijska kaskada UPS-a. Oznake: E1= enzim za aktivaciju ubikvitina, Ub= ubikvitin, ATP=
adenozin-trifosfat, E2= enzim za prijenos i konjugaciju ubikvitina, E3= ubikvitinska ligaza. Preuzeto i

prilagodeno iz [136].



1.6.2.2. Autofagija

Za razliku od UPS-a kojim se razgraduju manji, kratkozivuéi proteini, autofagija je zaduzena
za uklanjanje nepozeljnog stani¢nog materijala ¢ija veli¢ina prelazi prostorni kapacitet
proteasoma, kao Sto su proteinski agregati, oSteceni i nefunkcionalni organeli te patogeni
organizmi [137]. Autofagija obuhvaca proces dopremanja i razgradnje stani¢nog materijala
pomocu lizosoma, citoplazmatskog organela koji u lumenu sadrzi preko 60 razli¢itih
hidrolitickih enzima (proteaze, nukleaze, lipaze itd.) [138]. Glavni regulatori autofagije
ukljucuju 16-20 konzerviranih proteina ATG (od engl. autophagy related genes) koji su nuzni
za odvijanje cjelokupnog procesa, od formiranja autofagosoma do njegovog spajanja s
lizosomom [139]. Danas su poznata tri osnovna tipa autofagije kod sisavaca; makroautofagija,
mikroautofagija i autofagija posredovana Saperonima (CMA, od engl. chaperone-mediated
autophagy). lako je degradacija lizosomima zajednicko obiljezje svih vrsta autofagije, njihova
osnovna razlika je u nacinu dopremanja materijala koji je potrebno razgraditi. Makroautofagija
je do danas najbolje istrazena, a karakterizira ju stvaranje membranske strukture koja se naziva
fagofor. Sazrijevanje fagofora dovodi do zarobljavanja citoplazmatskog sadrzaja i formiranja
autofagosoma, koji se u konacnici stapa s lizosomom, gdje se zarobljeni stani¢ni materijal
razgraduje 1 reciklira (Slika 10.) [137]. U pocetku se smatralo da je autofagija mehanizam
prilagodbe na stanicni stres, no danas je poznato da se odvija i pri fizioloskim uvjetima te da
sudjeluje u odrzavanju stani¢ne homeostaze i prevenciji bolesti kao $to su tumori, kroni¢ne

upale i neurodegenerativne bolesti [140,141].

Autofagosom

Fagofor

©  Lipidi
Organeli

i X i .
\__/ Proteinski agregati

LA
¢
Hidroliticki ¢
enzimi 9

Lizosom

Autolizosom

Slika 10. Prikaz osnovnih koraka makroautofagije. Preuzeto i prilagodeno iz [137].

24



2. CILJEVII HIPOTEZA

Glavni cilj doktorske disertacije je istraziti u¢inak mutacija p.Y328D, p.W112* 1 p.Y143C na

ekspresiju gena SAHH i razjasniti molekularne mehanizme u pozadini dva teSka slucaja

nedostatne aktivnosti SAHH-a. Poznavanje funkcionalnih utjecaja mutacija od temeljne je

vaznosti za razumijevanje njihovog klinickog znacaja te doprinosi poboljSanju dijagnostickih

i prognosti¢kih postupaka za buduce pacijente. RazjaSnjavanje molekularnih procesa u

pozadini oboljenja otvara vrata razvoju i primjeni ciljanih terapijskih pristupa.

Specifi¢ni ciljevi ovog istraZivanja su:

1.

Analizirati ekspresiju SAHH-a na razini transkripata i proteina u fibroblastima prvog
(W112*/Y143C) i osmog (Y328D/Y 143C) pacijenata.

Provesti izvanstani¢nu ekspresiju rekombinantnih proteina SAHH in vitro i analizirati
prinos razli¢itih mutanata.

Pripremiti i analizirati stani¢éne modele stanica Hek293, HepG2 i SW480 sa stabilnom
ekspresijom mutiranih proteina EGFP-SAHH -WT/W112*/Y328D/Y 143C.
Sekvencirati transkriptome (mRNAseq) fibroblasta pacijenata i potvrditi nedostatak
transkripata s mutacijom W112* kvantifikacijom ekspresije pojedinog alela.
Analizom diferencijalno eksprimiranih gena u stani¢nim modelima pokuSati razjasniti
temeljni mehanizam odgovoran za nedostatak ekspresije proteina SAHH-Y328D.
Potvrditi pojacano uklanjanje proteina SAHH-Y328D kemijskom inhibicijom
pretpostavljenog mehanizma uporabom pripremljenih stani¢nih modela.

Analizom stabilnosti mutiranih proteina in silico ispitati utjecaj mutacije Y328D na

strukturni integritet proteina SAHH.

Hipoteza istraZivanja: Mutacije povezane s tesko bolesnim pacijentima uzrokuju aktivaciju

kontrolnih mehanizama genske ekspresije koji rezultiraju stani¢nim uklanjanjem mutiranih

genskih produkata i smanjenjem opce razine proteina SAHH u eukariotskim stanicama.
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3. MATERIJALI Il METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Oligonukleotidi

Za provedbu ciljane mutageneze, kvantitativnog PCR-a i1 kloniranja kodirajucih sljedova

proteina SAHH u plazmidne vektore, oligonukleotidi su koriSteni kao pocetnice za reakcije

lan¢ane reakcije polimerazom (PCR, od engl. polymerase chain reaction). Njihova sinteza i

procis¢avanje provedeno je od strane dobavljaca, tvrtke Macrogen. Pro¢is¢eni oligonukleotidi

dostavljeni su u liofiliziranom obliku nakon ¢ega su otopljeni u prikladnom volumenu ultra-

Ciste vode (mqH20, od engl. Milli-Q water) u svrhu pripreme izvornih otopina pocetnica

koncentracije 100 uM.

Tablica 3. Popis koristenih oligonukleotida. Usmjerenje pocetnice naznaceno je slovom F (od engl.

forward) za nizvodne pocetnice, i R (od engl. reverse) za uzvodne pocetnice. Crvenom bojom oznaceni su

nukleotidi koji se izmjenjuju u sklopu ciljane mutageneze. Oznaka ,,FAM* predstavlja fluorofor (6-

karboksifluorescein) na 5’-kraju hidrolizirajuce probe.

Naziv pocetnice

Nukleotidni slijed, 5° > 3’

Svrha

IVT-SAHH-Ndel-F
IVT-SAHH-BglII-R

CGACCATATGTCTGACAAACTGCC
AGTCAGATCTTCAGTAGCGGTAG

Kloniranje cDNA SAHH WT u
plazmid pT7CFE1-NFtag

T7 promotor

T7 terminator

TAATACGACTCACTATAGGG
GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Provjera kloniranja plazmida

pT7CFE1-NFtag-SAHH-WT

SAHH-W112*-F
SAHH-W112*-R

GAGGAGTACCTGTGATGCATTGAGCAG
CTGCTCAATGCATCACAGGTACTCCTC

Ciljana mutageneza

¢.336G>A, p.W112*

SAHH-Y328D-F
SAHH-Y328D-R

AGGTGGACCGGGATCGGTTGAAGAATG
GCGGCTTGATGTTCACCTTCTCCAC

Ciljana mutageneza

¢.982T>G, p.Y328D

SAHH-Y143C-F
SAHH-Y143C-R

CATCCACACCAAGTGCCCGCAGCTTCTG
AGGTTGGTGAGGTCGCCCCCGTCG

Ciljana mutageneza

c.428A>G,p.Y143C

pLIM-SAHH-EcoRI-F

pLIM-SAHH-EcoRI-R

GCTGAATTCTTCTGACAAACTGCC

ACTGGAATTCTCAGTAGCGGTAG

Kloniranje cDNA SAHH u
lentivirusni plazmid pLIM-
EGFP

ACTN-F
ACTN-R
ACTN-P

CAGCAGATGTGGATCAGCAAG
GCATTTGCGGTGGACGAT
(FAM)AGGAGTATGACGAGTCCGGCCCC

Komplet pocetnica i probe za

RT-qPCR B-aktina
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3.1.2. Protutijela

Protutijela su koriStena su za analizu ekspresije proteina metodom western blot. Protutijela su

razrijedena u puferu za blokiranje (5 %-tno mlijeko u TBS-T-u) prema Tablici 4.

Tablica 4. Popis koriStenih primarnih i sekundarnih protutijela. Sekundarna protutijela obiljeZzena su

peroksidazom iz hrena (HRP, od engl. horseradish peroxidase).

Naziv Porijeklo Razrijedenje Proizvodac
protu-SAHH Zec 1:5 000 Abcam (ab134966)
protu-GAPDH Zec 1:10 000 Abcam (ab16891)
protu-FLAG Zec 1:1 000 Abcam (ab205606)
protu-p53 Mis 1:2 000 Santa Cruz (sc-126)
protuzec-HRP Koza 1:5 000 Abcam (ab205718)
protumis-HRP Rekombinantni 1:5 000 Santa Cruz (sc-525409)

3.1.3. Antibiotici

Antibiotici su koriSteni za probir bakterijskih i1 eukariotskih stanica koje su uspjesno unijele
zeljenu plazmidnu DNA kod transformacijskih i transdukcijskih eksperimenata. KoriSteni su
sljedeci antibiotici:

e Ampicilin- probir pozitivnih bakterijskih klonova kod kloniranja i umnazanja plazmida
pT7CFE-NFTag iz stanica NEB 5-alpha Competent E. coli 1 plazmida pLIM-EGFP-
SAHH iz stanica NEB Stable Competent E. coli;

e Tetraciklin- probir pozitivnih bakterijskih klonova kod kloniranja i umnazanja
plazmida pLIM-EGFP-SAHH iz stanica NEB Stable Competent E. coli;

e Puromicin- probir pozitivnih eukariotskih stanica nakon transdukcije stani¢nih linija

lentivirusima.

3.1.4. Bakterijski sojevi

Bakterijski sojevi E. coli koriSteni su za umnazanje i izolaciju plazmidna.
e NEB® 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency) (New England Biolabs, SAD)-
fhuA2A(argF-lacZ)U169 phoA gin ®80A(lacZ)M15 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17;
o NEB® Stable Competent E. coli (New England Biolabs)- F'proA+B+
laclg A(lacZ)M15 zzf:Tnl0 (TetR)/A(ara-leu) 7697 fhuA AlacX74 galK16 galEl5
el4- @80dlacZAMI5 recAl relAl endAl (StrR) rph spoT1 A(mrr-hsdRMS-mcrBC).
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3.1.5. Stanicne linije

Fibroblasti osmog pacijenta s karakteristicnom mutacijom ¢.982T>G, p.Y328D dobiveni su u
suradnji s dr. sc. Harvey Mudd (National Institute of Mental Health, Laboratory of Molecular
Biology, Bethesda, SAD) i Kevin A. Strauss, MD (Clinic for Special Children, Strasburg,
SAD). Pripadajuci kontrolni fibroblasti zdrave osobe istog spola i sliéne dobi kao pacijent
dobiveni su od dr. sc. Ksenije Fumi¢ (Klini¢ki bolnicki centar, Zagreb, Hrvatska).

Fibroblasti prvog pacijenta s karakteristitnom mutacijom ¢.336G>A, p.W112* i
prikladni kontrolni fibroblasti zdrave osobe prikupljeni su u suradnji s prof. dr. sc. Ivo Bari¢
(Klinicki bolnicki centar, Zagreb) u sklopu dijagnostickih obrada provedenih tijekom otkri¢a
oboljenja 2004. godine.

Za izradu modelnih stani¢nih sustava koji stabilno eksprimiraju mutirane proteine
SAHH koristene su sljedece linije;

e 293T (CRL-3216, ATCC)- derivat stani¢ne linije ljudskih embrionalnih stanica
bubrega (Hek293) s ugradenim SV40 T-antigenom;

e Hek293 (CRL-1573, ATCC)- stani¢na linija ljudskih embrionalnih stanica bubrega
imortalizirana ugradnjom fragmenata DNA adenovirusa 5 (Ad5) u genom stanice;

e HepG2 (HB-8065, ATCC)- stani¢na linija ljudskog hepatocelularnog karcinoma;

e SW480 (CCL-228, ATCC)- stani¢na linija ljudskog kolorektalnog karcinoma.

3.1.6. Plazmidni vektori

Plazmidi, male cirkularne molekule DNA, koristeni su kao vektori za prijenos kodirajuéeg
slijeda SAHH u eukariotske stanice i kao kalup za provodenje reakcija transkripcije i translacije
in vitro. Svaki vektor, uz Zeljeni insert, sastoji se od okosnice (engl. backbone) DNA koja sadrzi
dodatne funkcionalne nukleotidne sljedove prikladne primjeni plazmidnog vektora kao npr.
izvoriSte replikacije, promotorske sekvence kod ekspresijskih vektora, slijed koji kodira za
antibiotsku rezistenciju, polipeptidne biljege na N- ili C- kraju transgena itd. U nastavku su
navedene okosnice plazmidnih vektora koriStene u ovom istrazivanju:

e pT7CFE1-NFTag (Thermo Fisher Scientific, SAD)- ekspresijski vektor prikladan za
uzastopno provodenje reakcija in vitro-transkripcije i translacije cDNA SAHH s
karakteristiénim polipeptidnim biljegom FLAG na N- kraju za detekciju sintetiziranog
proteina (Slika 11.);

e pLJM-EGFP (AddGene 19319)- lentivirusni plazmid za prijenos cDNA SAHH u

lentivirusne Cestice i eukariotske stanice (Slika 12.). Karakteristicne sekvence dugih
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terminalnih ponavljanja (LTR, od engl. long terminal repeats) omogucuju integraciju
dijela nukleotidnog slijeda plazmida u genom stanice domacina. Ubraja se u trecu
generaciju lentivirusnih prijenosnih vektora i zahtjeva dodatne pomo¢ne plazmide za
proizvodnju funkcionalnih lentivirusa;

e psPAX2 (AddGene 12260)- lentivirusni pakiraju¢i plazmid druge generacije koji
sadrzi nukleotidne sljedove virusa HIV-1 koji kodiraju za proteine potrebne za
strukturiranje i replikaciju lentivirusa (Slika 13.);

e pMD2.G (AddGene 12259)- lentivirusni plazmid koji sadrzi kodirajuce sljedove
sastavnih dijelova virusne ovojnice koji omogucuju njezinu fuziju s membranom

stanice domacina (Slika 14.).

T7 promoter

pT7CFE1-NFtag-SAHH

4873 bp

Slika 11. Mapa rekombinantnog plazmida pT7CFE1-NFTag-SAHH. Veli¢ina plazmida iznosi 4873
parova baza. Geni i funkcionalni nukleotidni sljedovi: SAHH, cDNA proteina SAHH (crveno); FLAG,
peptidni biljeg (svjetlo ljubicasto); IRES, unutarnje mjesto ulaska u ribosom (sivo); T7 promoter,
promotorski slijed RNA polimeraze T7 bakteriofaga (bijelo); T7 terminator, slijed zavrSetka transkripcije
(bijelo); ori/fl ori, izvoriste replikacije bakteriofaga f1 (Zuto); AmpR, rezistencija na antibiotik ampicilin

(svijetlo zeleno). Mapa je konstruirana koriste¢i programski alat SnapGene 6.0.
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5' LTR (truncated)

pLIM-EGFP-SAHH
9386 bp

0002

3' LTR (AU3)

T7 promoter

Slika 12. Mapa rekombinantnog lentivirusnog plazmida pLJM-EGFP-SAHH. Veli¢ina plazmida iznosi
9386 parova baza. Znacajni geni i funkcionalni nukleotidni sljedovi: SAHH, cDNA proteina SAHH
(crveno); EGFP, zeleni fluorescentni protein (zeleno); CMV promoter, promotorski slijed ljudskog
citomegalovirusa (bijelo); hPGK promeoter, promotorski slijed ljudske fosfoglicerat kinase (bijelo);
cPPT/CTS, centralni polipurinski slijed/centralni terminacijski slijed (svijetlo narancasto); ori/fl ori/SV40
ori, izvoriste replikacije/bakteriofaga f1/virusa Simian virus 40 (SV40) (zuto); 5' LTR/3' LTR, dugacka
terminalna ponavljanja 5'/3' (svijetlo narancasto); SV40 poly(A) signal, poliadenilacijski i terminacijski
slijed virusa SV40 (sivo); AmpR/PuroR rezistencija na antibiotik ampicilin/puromicin (svijetlo zeleno).

Mapa je konstruirana koriste¢i programski alat SnapGene 6.0.
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Slika 13. Mapa pomocnog lentivirusnog plazmida psPAX2. Veli¢ina plazmida 10709 parova baza.
Znacajni geni i funkcionalni nukleotidni sljedovi: HIV-1 gag, kodiraju¢i slijed proteina Gag virusa HIV-1
(Ijubicasto); HIV-1 pol, kodirajuéi slijed proteina Pol virusa HIV-1 (ljubicasto); SV40 promoter,
promotorski slijed virusa SV40 (bijelo); SV40 poly(A) signal, poliadenilacijski i terminacijski slijed virusa
SV40 (sivo); ¢ePPT/CTS, centralni polipurinski slijed/centralni terminacijski slijed (svijetlo narancasto);
ori/SV40 ori, izvoriste replikacije/izvoriste replikacije virusa SV40 (Zuto); AmpR rezistencija na antibiotik

ampicilin (svijetlo zeleno). Mapa je konstruirana koriste¢i programski alat SnapGene 6.0.
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pPMD2.G
5822 bp

Slika 14. Mapa pomoc¢nog lentivirusnog plazmida pMD2.G. Velicina plazmida iznosi 5822 parova baza.
Znacajni geni i funkcionalni nukleotidni sljedovi: VSV-G, kodiraju¢i slijed glikoproteina G virusa
vezikularnog stomatitisa (ljubicasto); CMV promoter, promotorski slijed ljudskog citomegalovirusa
(bijelo); ori, izvoriste replikacije (zuto); B-globin poly(A) signal, poliadenilacijski slijed ljudskog proteina
B-globin (sivo); B-globin intron, skraceni intron ljudskog proteina 3-globin (crno); AmpR, rezistencija na

antibiotik ampicilin (svijetlo zeleno). Mapa je konstruirana koristeéi programski alat SnapGene 6.0.
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3.2. Metode
3.2.1. Kloniranje kodirajucih sljedova gena SAHH

Kodiraju¢i sljedovi gena SAHH (cDNA, od engl. complementary DNA) klonirani su u
plazmidni vektor pT7CFE1-NFtag za provedbu transkripcije i translacije in vitro, dok je za
potrebe generiranja stani¢nih modelnih sustava, cDNA SAHH klonirana u lentivirusni vektor
pLIM-EGFP. Kloniranje je provedeno klasi¢nim pristupom umnazanja odsjecka DNA PCR-
om uz oligonukleotidne pocetnice koje sadrze prikladna restrikcijska mjesta. Bakterijske
stanice E. coli koriStene su za umnaZzanje 1 izolaciju rekombinantnih plazmida, a uspjeSnost
kloniranja potvrdena je sekvenciranjem po Sangeru.

Pocetni korak ovog istrazivanja bio je umnaZzanje cDNA SAHH divljeg tipa te
kloniranje u plazmidnu okosnicu pT7CFE1-NFtag. Rezultiraju¢i rekombinantni plazmid
pT7CFE1-NFtag-SAHH-WT zatim se koristio kao DNA-kalup za uvodenje istrazivanih
mutacija metodom ciljane mutageneze (engl. site-directed mutagenesis). Nakon potvrde
uspjesnog uvodenja mutacija, cjelokupni postupak kloniranja ponovljen je za unos mutiranih
kodiraju¢ih sljedova u drugu plazmidnu okosnicu, pLIM-EGFP. Ova;j vektor koristen je pri
proizvodnji funkcionalnih lentivirusa za generiranje stanicnih modela koji konstitutivno

eksprimiraju mutirane proteine SAHH.

3.2.1.1. Umnazanje cDNA metodom PCR

cDNA SAHH divljeg tipa umnoZena je PCR-om iz ishodisnog plazmida pOTB7-cDNA-
SAHH-WT (Laboratorij za naprednu genomiku, IRB, Hrvatska) uz pocetnice IVT-SAHH-
Ndel-F i IVT-SAHH-BgIII-R (Tablica 3.). Uz sljedove komplementarne plazmidnom kalupu,
pocetnice dodatno sadrze i restrikcijska mjesta koje prepoznaje i cijepa restrikcijska
endonukleaza Ndel odnosno BglIl. Pocetnice su dizajnirane da ne dolazi do promjene okvira
¢itanja cDNA SAHH nakon ligacije u plazmid pT7CFE1-NFtag tj. start-kodon i peptidni biljeg
FLAG ostaju u istom okviru ¢itanja kao cDNA SAHH. Reakcijska smjesa pripremljena je
mijeSanjem 12,5 uL Q5 High-Fidelity 2x Master Mix (New England Biolabs), 1,25 puL svake
pocetnice ishodiSne koncentracije 10 uM, 10 ng plazmida pOTB7-cDNA-SAHH-WT koji sluzi
kao DNA-kalup i mgH>O do 25uL. PCR je proveden u uredaju Biometra Thermocycler
TProfessional Basis (Analytik Jena, Njemacka) prema temperaturnom programu navedenom
u Tablici 4. Nakon PCR-a, 3 pL reakcijske smjese analizirano je elektroforezom u agaroznom

gelu kako je opisano u sljede¢em poglavlju (3.2.1.2.).
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Tablica 5. Temperaturni program umnaZanja cDNA SAHH divljeg tipa.

Temperatura/°C Vrijeme /s Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 98 30 1
Denaturacija 98 10 40
Sparivanje pocetnica 65* 15 40
Produljenje 72 60 40
Zavr$no produljenje 72 120 1

*- temperatura sparivanja odredena je koriStenjem mreznog alata NEB Tm Calculator.

3.2.1.2. Elektroforeza u agaroznom gelu

Elektroforeza u agaroznom gelu jedna je od osnovnih molekularno-bioloskih metoda koja se
koristi za analizu nukleinskih kiselina. Omogucuje razdvajanje i identifikaciju molekula na
temelju njihove mase i strukture, a temelji se na razli¢itom vremenu migracije molekula kroz
pore agaroznog gela uz primjenu elektricnog polja. Veli¢ina pora uvjetovana je koncentracijom
agaroze prilikom priprave gela, ¢cime se omogucuje kontrola raspona promatranih molekulskih
masa molekula DNA i RNA.

U sklopu ovog istrazivanja, elektroforeza u agaroznom gelu koristila se za kvalitativnu
analizu produkata reakcija PCR-a i izoliranih plazmida. 1%-tni agarozni gelovi pripremaju se
otapanjem 1g agaroze (Sigma-Aldrich, SAD) u 100 mL 1 x TAE pufera (40 mM Tris-acetat, 1
mM EDTA, pH=8,3) uz zagrijavanje smjese u mikrovalnoj pe¢nici do vrenja. Nakon kratkog
hladenja, u smjesu se dodaje etidijev bromid (Sigma-Aldrich) do kona¢ne koncentracije 0,5
pg/mL nakon ¢ega se smjesa izlije u odgovaraju¢i kalup uz dodatak plasticnih cesljica za
formiranje jazica. Ohladeni polimerizirani gelovi uranjaju se u aparaturu za horizontalnu
elektroforezu Wide Mini-Sub Cell GT Cell (Bio-Rad Laboratories, SAD) koja se prethodno
napuni puferom 1 X TAE, a analizirani uzorci otpipetiraju se u jazice gela. Prije nanoSenja,
alikvot analiziranog uzorka pomijesa se sa bojom Gel Loading Dye Purple (6 ) (New England
Biolabs) koja omogucuje pojednostavljeno nanoSenje uzorka u pojedinac¢nu jazicu i lakse
pracenje tijeka elektroforeze. Veli¢ine analiziranih molekula DNA odreduju se pomoc¢u 1 pL
markera molekulskih masa Quick-Load 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs) koji se
nanosi u prvu jazicu gela. Elektroforeza se provodi 20 min pri naponu od 120 V. Vizualizacija
molekula DNA provodi se pobudom interkaliranog etidijevog bromida osvjetljavanjem gelova

UV-svjetlom transiluminatora pri valnoj duljini od 312 nm.
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3.2.1.3. Proci$¢avanje produkata PCR-reakcije

Procis¢avanje nukleinskih kiselina iz reakcijskih smjesa provodi se u svrhu izdvajanja
molekula DNA i/ili RNA od preostalih komponenti kao S§to su oligonukleotidi, enzimi, soli 1
slobodni nukleotidi koji mogu imati negativni u€inak na daljnje eksperimente. Danas se
naj¢es¢e primjenjuju dva glavna pristupa; prociS¢avanje nukleinskih kiselina njihovim
selektivnim vezanjem na silika membrane komercijalno dostupnih kolonica (engl. spin
collumn-based purification) 1 noviji pristup procis¢avanja nukleinskih kiselina pomocu
magnetskih Cestica (engl. magnetic bead-based purification).

Za provedbu kloniranja cDNA SAHH u plazmidni vektor pT7CFE1-NFtag, umnoZeni
kodiraju¢i slijed nakon analize gel-elektroforezom prociséen je koriStenjem komercijalnog
kompleta DNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research, SAD) prema uputama proizvodaca
uz dodatak DNA-vezujuéeg pufera (engl. DNA Binding Buffer) u omjeru 5:1 u odnosu na
volumen reakcijske smjese. Ukoliko se provodi proc¢is¢avanje fragmenata DNA koji su veéi od
2000 baznih parova, kao sto su plazmidne okosnice, DNA-vezujuc¢i pufer dodaje se u omjeru
2:1 u odnosu na volumen reakcijske smjese. Nakon proc¢is¢avanja, produkt PCR-a eluiran je u

15 pL mqH>O0.

3.2.1.4. Dvostruka razgradnja restrikcijskim endonukleazama

Procisceni PCR-produkt (¢cDNA SAHH) i okosnica plazmida pT7CFE1-NFtag podvrgnuti su
dvostrukoj razgradnji restrikcijskim enzimima Ndel i1 BglIl u svrhu stvaranja kompatibilnih
ljepljivih krajeva (engl. sticky ends) fragmenata koji omogucuju ispravnu ligaciju produkta i
plazmida.

Dvije odvojene reakcijske smjese pripremljene su mijeSanjem 15 pL procis¢enog PCR-
produkta ili 0,5 png plazmidne okosnice pT7CFE1-NFtag, 1 puL restrikcijske endonukleaze Ndel
(New England Biolabs), 1 uL restrikcijske endonukleaze Bglll (New England Biolabs), 2 uL
pufera za razgradnju NEBuffer 3.1 (New England Biolabs) i mqH>O do 20 uL. Pripremljene
reakcijske smjese inkubirane su 1 h pri 37 °C, nakon cega je provedena elektroforeza na
agaroznom gelu (poglavlje 3.2.1.2.) u svrhu provjere uspjesne razgradnje plazmidne okosnice
pT7CFE1-NFtag. Razgradeni PCR-produkt i plazmidna okosnica zatim su prociSéeni
koristenjem kompleta DNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research) prema uputama
proizvodaca (poglavlje 3.2.1.3.). Procis¢eni PCR-produkt i plazmid eluirani su u 20 uL

mqH>O te im je izmjerena koncentracija kako je opisano u sljedecem poglavlju (3.2.1.5.).
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3.2.1.5. Odredivanje koncentracije DNA i RNA u otopinama

U toku provodenja ovog istrazivanja, koncentracije nukleinskih kiselina odredivane su
fluorimetrijskom metodom koja se temelji na vezanju fluorescentnih reagensa na analit od
interesa (DNA, RNA ili proteini) uslijed ¢ega dolazi do emisije zraenja proporcionalnog
koncentraciji analita u otopini. Prednost ove metode nad klasi¢nim odredivanjem koncentracije
UV-spektrofotometrom je njezina selektivnost, koja je uvjetovana uporabom specificnih
fluorescentnih reagensa koji se selektivno vezu samo na mjereni analit, zanemarujuci utjecaj
ostalih molekula u otopini na intenzitet mjerenog zracenja.

Koncentracije dvolan¢anih molekula DNA mjerene su koriStenjem komercijalnog
kompleta Qubit dsDNA HS Assy kit na uredaju Qubit 3.0 Fluorometer, dok su koncentracije
RNA odredene koristenjem kompleta Qubit RNA HS Assy kit (sve Thermo Fisher Scientific)
prema uputama proizvodaca. Mjerni volumen uzorka prilikom svakog mjerenja iznosio je 1

pL.

3.2.1.6. Ligacija cDNA S4AHH i plazmidne okosnice

Ligacija razgradene plazmidne okosnice pT7CFEI1-NFtag i cDNA SAHH divljeg tipa
provedena je mijeSanjem 50 ng plazmida i 93 ng PCR-produkta (5:1 omjer insert:vektor) uz
dodatak 2 uL. 74 DNA Ligase Buffer (10 x) (New England Biolabs), 1 ul 74 DNA Ligase (New
England Biolabs) i mqH>O do 20 pL. Reakcijska smjesa inkubirana je pri 16 °C preko noci

nakon ¢ega je provedena toplinska inaktivacija enzima inkubacijom 10 min pri 65 °C.

3.2.1.7. Kemijska transformacija bakterija

Transformacija bakterija odnosno unos strane DNA u bakterijsku stanicu jedna je od osnovnih
molekularno-bioloskih metoda koja se primjenjuje za jednostavno umnaZzanje i dugotrajno
skladistenje rekombinantnih plazmida. Dvije osnove metode transformacije bakterija uklju¢uju
kemijsku transformaciju temperaturnim Sokom (engl. heat shock) i elektroporaciju. Metode se
temelje na primjeni kratkog toplinskog ili elektri¢nog pulsa kako bi se povecala permaebilnost
stani¢ne membrane ¢ime se omogucuje unos velikih izvanstani¢nih molekula, kao $to je DNA,
u stanicu.

U svrhu selekcije i umnazanja rekombinantnog plazmida pT7CFE1-NFtag-SAHH-WT,
koji je konstruiran ligacijom cDNA SAHH i plazmidne okosnice, alikvot ligacijske smjese

direktno je transformiran u bakterije metodom temperaturnog Soka. Otopljeni alikvot kemijski
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kompetentnih bakterija NEB® 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency) (New England
Biolabs) volumena 50 uL pomijesa se s 5 pL ligacijske smjese te se smjesa ostavi 30 min na
ledu. Nakon inkubacije na ledu, smjesa se inkubira 30 s pri 42 °C u svrhu otvaranja
membranskih pora bakterijskih stanica uslijed nagle promjene temperature. Nakon toga, smjesa
se inkubira na ledu dodatnih 5 min. Kemijski transformirane bakterije resuspendiraju se u 950
pL hranjivog medija SOC (New England Biolabs) prethodno ugrijanog na 37 °C te se
suspenzija inkubira u tresilici 1 h pri 37 °C uz rotaciju od 250 rpm-a u svrhu oporavka

bakterijskih stanica nakon transformacije.

3.2.1.8. Selekcija i uzgoj bakterija

Prekono¢na selekcija svjeze transformiranih bakterija provodi se na krutim hranjivim
podlogama uz dodatak prikladnih antibiotika. Rast na selektivnim podlogama omogucen je
samo za bakterijske klonove koji su uspjes$no transformirani plazmidnim konstruktima jer
sadrze gen za rezistenciju na odabrani antibiotik. Nakon selekcije na krutoj podlozi,
pojedinacne kolonije bakterijskih klonova uzgajaju se u teku¢em hranjivom mediju LB
volumena 3-5 mL u svrhu njihovog umnaZanja i izolacije transformiranih plazmida.

Kemijski transformirane bakterije nasadene su na krutu selektivnu hranjivu podlogu
LB prethodno pripremljenu izljevanjem vruée smjese agara koncentracije 12,5 g/L (Sigma-
Aldrich) i teku¢eg LB-medija (10 g/L tripton, 5 g/L kvasc¢ev ekstrakti 10 g/L NaCl) uz dodatak
ampicilina (Carl Roth, Njemacka) konacne koncentracije 100 pg/mL u plasticne Petrijeve
zdjelice. Postupak nasadivanja bakterija provodi se ravnomjernim razmazivanjem 200 pL
transformacijske smjese sterilnim staklenim Stapi¢em na povrSinu krute hranjive podloge do
trenutka potpunog upijanja tekuée faze smjese u samu podlogu. Ploce s nasadenim bakterijama
inkubirane su preko no¢i pri 37 °C. Nakon rasta na selektivnim podlogama, osam razli¢itih
bakterijskih klonova preneseno je u 3 mL tekuceg hranjivog LB-medija sterilnim nastavkom
uz dodatak ampicilina kona¢ne koncentracije 100 pg/mL, nakon ¢ega je suspenzija inkubirana

preko no¢i u rotacijskoj tresilici pri 37 °C 1 250 rpm-a.
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3.2.1.9. Izolacija plazmida iz bakterijskih kultura

Izolacija rekombinantnih plazmida iz manjih volumena prekonoénih bakterijskih kultura
provedena je koriStenjem komercijalno dostupnog kompleta Zyppy Plasmid Miniprep Kit
(Zymo Research) prema uputama proizvodaca. Prije same izolacije, bakterijske kulture
prenesene su u tubice volumena 1,5 mL i centrifugirane 30 s pri 12,000 x g u svrhu taloZenja
bakterijskih stanica, odnosno odvajanja stanica od tekuc¢eg LB-medija. Postupak je jo$ jednom
ponovljen kako bi se sve bakterijske stanice iz prekono¢nih kultura istalozile. Istalozene stanice
resuspendirane su u 600 pL mqH>O nakon Cega je provedeno prociS¢avanje plazmida
prethodno navedenim komercijalnim kompletom. Pro¢is¢eni rekombinantni plazmidi eluirani
su u 30 uL mqH20 nakon ¢ega je provjerena uspjesnost izolacije nanoSenjem 2 pL svakog
izoliranog plazmida u agarozni gel i provodenjem elektroforeze kako je opisano u poglavlju
3.2.1.2.

Za izolaciju plazmida iz ve¢ih volumena prekono¢nih bakterijskih kultura od 100 mL,
koristen je komercijalni komplet PureYield Plasmid Midiprep System (Promega, SAD) prema
preporukama proizvodaca. Proc¢is¢eni plazmidi eluirani su u 500 pL. mqH20 nakon ¢ega su

analizirani elektroforezom u agaroznom gelu te im je izmjerena koncentracija.

3.2.1.10. Sangerova metoda sekvenciranja

Za konacnu potvrdu ispravnog kloniranja cDNA SAHH u plazmidnu okosnicu pT7CFEI-
NFtag, odredeni su to¢ni nukleotidni sljedovi izoliranih rekombinantnih plazmida metodom
sekvenciranja po Sangeru. Sekvenciranje je provedeno u servisu Macrogen (Nizozemska) uz
prethodnu pripremu alikvota plazmida priblizne koncentracije 100 ng/uL volumena 20 uL.
Svakom izoliranom plazmidu odreden je nukleotidni slijed u dvije odvojene reakcije
sekvenciranja uz uporabu dvije razli¢ite (uzvodne i nizvodne) oligonuleotidne pocetnice koje
sadrze sljedove T7-promotora i T7-terminatora (Tablica 3.). Ovim pristupom odredio se
cjelokupni kodirajuéi slijed SAHH unutar rekombinantnog plazmida, od start- do stop-kodona,
kako bi se sa sigurno$¢u potvrdio ispravni okvir ¢itanja inserta te osigurala potpuna ispravnost

nukleotidnog slijeda klonirane cDNA SAHH.
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3.2.2. Ciljana mutageneza

Nakon uspjesnog kloniranja cDNA SAHH divljeg tipa u plazmidni vektor pT7CFE1-NFtag,
rekombinantni plazmid pT7CFE1-NFtag-SAHH-WT koristio se kao kalup za uvodenje
tockastih mutacija u kodirajuéi slijed metodom ciljane mutageneze. Za svaku istrazivanu
mutaciju, dizajnirani su specifi¢ni parovi pocetnica (Tablica 3.) koji omoguéuju umnazanje
cjelokupnog plazmidnog kalupa PCR-om i istovremenu izmjenu jednog nukleotida na
odabranoj poziciji kodirajuceg slijeda. Karakteristika ove metode je dizajn i uporaba jedne ili
vise specificnih pocetnica koje nisu u potpunosti komplementarne kalupu DNA, ve¢ na poziciji
zeljene mutacije sadrze izmijenjeni nukleotid, dok nizvodni i uzvodni sljedovi pocetnica
omogucuju komplementaciju s kalupom te umnazanje preostalog slijeda plazmida
polimerazom visoke vjernosti. Reakcijske smjese ciljane mutageneze zatim su podvrgnute
restrikcijskoj razgradnji enzimom Dpnl u svrhu uklanjanja pocetnog kalupa DNA iz smjese.
Aktivnost ove restrikcijske endonukleaze uvjetovana je metilacijskim statusom nukleotida, pri
¢emu Dpnl prepoznaje i cijepa samo metiliranu dvolanc¢anu molekulu DNA te time omogucuje
selektivnu razgradnju nemutiranog kalupa DNA koji je zaostao u reakcijskoj smjesti.
Reakcijske smjese za ciljanu mutagenezu pripremljene su mijesanjem 12,5 uL Q5
High-Fidelity 2 x Master Mix (New England Biolabs), 1,25 pL svake pocetnice koncentracije
10 uM, 20 ng plazmida pT7CFE-NFtag-SAHH-WT i mqH20 do 25 pL. Sveukupno je
pripremljeno 4 reakcijske smjese, po jedna reakcija za svaku tockastu mutaciju i dodatna

reakcija negativne kontrole odnosno reakcija bez kalupa DNA.

Tablica 6. Temperaturni program KkoriSten za metodu ciljane mutageneze.

Temperatura/°C Vrijeme /s Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 98 30 1
Denaturacija 98 10 35
Sparivanje pocetnica 55% 15 35
Produljenje 72 120 35
Zavr$no produljenje 72 120 1

*- temperatura sparivanja odredena je koriStenjem mreznog alata NEB Tm Calculator.
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Produkti PCR-reakcija analizirani su elektroforezom u agaroznom gelu. Alikvoti
reakcijskih smjesa volumena 5 puL naneseni su u jazice 1 %-tnog agaroznog gela. Elektroforeza
je provedena 20 min pri naponu od 120 V. Razgradnja nemutiranog kalupa DNA provedena je
mijeSanjem 15 pL reakcijske smjese ciljane mutageneze, 2 uL pufera CutSmart Buffer (New
England Biolabs), 1 pL restrikcijskog enzima Dpnl (New England Biolabs) i mqH20 do 20
pL. Reakcije su inkubirane preko no¢i pri 37 °C. Nakon razgradnje, alikvot smjese volumena
5 uL direktno je transformiran u bakterijske stanice NEB® 5-alpha Competent E. coli (High
Efficiency) (New England Biolabs) metodom temperaturnog Soka kako je opisano u poglavlju
3.2.1.7. Alikvoti transformiranih bakterija od 200 pL nasadeni su na krute LB-podloge s
ampicilinom te su inkubirane pri 37 °C preko no¢i. Nakon prekonoénog rasta na selektivnim
podlogama, osam nasumicno odabranih bakterijskih klonova sa svake ploce preneseno je
sterilnim nastavkom u 3 mL teku¢eg LB-medija uz dodatak ampicilina. Bakterijske suspenzije
zatim su inkubirane preko no¢i u tresilici pri 37 °C 1 250 rpm-a. Iz prekonoénih bakterijskih
kultura izolirani su plazmidi koriste¢i komercijalni kit Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo
Research) prema uputama proizvodaca. Elektroforezom na agaroznom gelu analizirane su
molekulske mase izoliranih plazmida nanoSenjem 2 pL svakog uzorka na gel i provodenjem
elektroforeze 20 min pri 120 V. Dva klona svakog mutiranog plazmida, ¢ije su veli¢ine
odgovarale o¢ekivanim vrijednostima, pripremljeni su za odredivanje nukleotidnog slijeda
sekvenciranjem po Sangeru kako je opisano u poglavlju 3.2.1.10. Elektroferogrami rezultata

sekvenciranja analizirani su pomoc¢u programskog alata SnapGene 6.0.

3.2.3. Transkripcija i translacija in vitro

Za provedbu reakcija transkripcije 1 uzastopne translacije mutiranih cDNA SAHH in vitro,
koriSten je komercijalno dostupni komplet /-Step Human Coupled IVT Kit — DNA (Thermo
Fisher Scientific). Odabrani ekspresijski sustav karakteriziran je upotrebom cjelokupnog lizata
stanica HeLa (stani¢na linija ljudskog raka vrata maternice) kao glavnog supstrata reakcije, s
obzirom na to da sadrzi sve stanicne komponente potrebne za sintezu proteina, kao §to su
ribosomi, inicijacijski i elongacijski faktori te molekule tRNA. Sinteza molekula mRNA i
njihova uzastopna translacija uvjetovana je dodatkom prikladnog ekspresijskog vektora koji
sadrzi kodiraju¢i slijed analiziranog proteina kao §to su prethodno konstruirani plazmidi
pT7CFE1-NFtag-SAHH (Slika 11.). Ovaj ekspresijski vektor sadrzi pomo¢ne nukleotidne
sljedove kao §to su T7-promotor, T7-terminator, slijed za inicijaciju translacije (IRES, od engl.

internal ribosome entry site) 1 mRNA-stabiliziraju¢i poliadenilacijski slijed, koji zajedno
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omogucuju transkripciju 1 uzastopnu translaciju istrazivanih proteina. Uz to, plazmid
pT7CFE1-NFtag sadrzi i nukleotidni slijed umjetnog oktapeptida FLAG (primarna struktura-
DYKDDDDK) na N-kraju proteina, koji sluzi za visoko specifi¢cnu detekciju sintetiziranog
proteina iz reakcijske smjese.

Reakcije transkripcije 1 translacije in vitro pripremljene su mijeSanjem 12,5 pL lizata
stanica HeLa, 2,5 pL smjese pomo¢nih proteina (engl. Accessory Proteins), 5 pL reakcijske
smjese (engl. Reaction Mix) (sve Thermo Fisher Scientific), 1 ng plazmida pT7CFE1-NFtag-
SAHH-WT/W112*/Y328D,Y143C i mqH20 do 25 pL. Dodatno je pripremljena i reakcija
negativne kontrole bez dodatka plazmida u smjesu. Reakcijske smjese inkubirane su 6 h pri 30
°C nakon Cega je alikvot volumena 5 puL (25% svake reakcijske smjese) iskoriSten za analizu

prinosa mutiranih proteina SAHH metodom western blot.

3.2.4. Odredivanje ekspresije gena SAHH kvantitativnim PCR-om

Kvantitativni PCR (qPCR, od engl. quantitative PCR) je glavna molekularno-bioloska metoda
kvantitativne analize genske ekspresije. Metoda se temelji na prevodenju molekula RNA u
cDNA te njihovom uzastopnom umnazanju PCR-om uz upotrebu fluorescentnih reagensa koji
interakcijom s produktima reakcije emitiraju zracenje karakteristi¢ne valne duljine. Mjerenjem
intenziteta fluorescencije mogucée je detektirati i odrediti toan broj kopija analiziranog
odsjecka nakon svakog amplifikacijskog ciklusa, zbog cega se ovaj metoda naziva i
kvantitativni PCR u stvarnom vremenu. NajceS¢e koriSteni fluorescentni reagensi za qPCR
ukljucuju fluorofore kao npr. SYBR Green, koji interkalacijom u velike utore molekule DNA
emitiraju karakteristicno fluorescentno zracenje. Ova vrsta reagensa interagira sa svim
dvolan¢anim molekulama DNA koje mogu biti prisutne u reakcijskoj smjesi, ukljucujuéi i
nespecificne PCR-produkte te dimere primera, $to utjeCe na specificnost fluorescentnog
signala. Drugi pristup ukljucuje upotrebu specificnih hidroliziraju¢ih proba, tzv. TagMan
probe. Rije¢ je o fluorescentno obiljezenim oligonukleotidima koji emitiraju zracenje samo
uslijed njihove hidrolize s lanca molekule DNA koji sadrzi komplementarni nukleotidni slijed,
¢ime se osigurava visoka specifi¢nost izlaznog fluorescentnog signala.

Za potrebe ovo istrazivanja, kvantitativnim PCR-om analizirana je ekspresija gena
SAHH u fibroblastima pacijenata i u stani¢nim modelima kori$tenjem kompleta TagMan Gene
Expression Assay koji ukljuCuje komercijalnu smjesu pocetnica za umnazanje odredenog
odsjecka gena SAHH 1 specificnu probu komplementarnu odsjecku koji se umnaza

(Hs04183463 g1, Thermo Fisher Scientific). Za normalizaciju i medusobnu usporedbu
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ekspresije gena SAHH razli¢itih uzoraka, odredena je 1 ekspresija endogene kontrole, gena koji
kodira za protein B-aktin (ACTB). Normalizacija je provedena ocitanjem ciklusa u kojem
intenzitet fluorescencije prelazi zadani prag (Ct, od engl. cycle threshold) za gen SAHH 1 ACTB

u istom uzorku prema formuli:

ACt(SAHH) = Ct(SAHH) — Ct(b — aktin)

Oligonukleotidne pocetnice i nukleotidni slijed probe za odredivanje ekspresije endogene
kontrole navedeni su u Tablici 3. Relativna promjena ekspresije gena SAHH izmedu dva

analizirana uzorka izraCunata je prema sljede¢oj formuli:

- AACt
pri ¢emu je

AACt = ACt(SAHH, uzorakX) — ACt(SAHH, uzorakY)

Razine ekspresije gena SAHH kod pacijenata odredene su u odnosu na zdrave kontrole, dok je
pri analizi stanicnih modela odredena razlika ekspresije fuzijskog proteina EGFP-SAHH
divljeg tipa u odnosu na ekspresiju mutanata EGFP-SAHH-W112*, EGFP-SAHH-Y328D i
EGFP-SAHH-Y143C.

3.2.4.1. Izolacija ukupne RNA iz stani¢nih kultura

Izolacija i proc¢iS¢avanje ukupne RNA iz fibroblasta i stani¢nih modela odradena je koriStenjem
komercijalno dostupnog kompleta Quick-RNA MiniPrep Kit (Zymo Research). Prije izolacije
RNA, alikvoti stanica centrifugirani su 2 min pri 300 x g u svrhu njihovog taloZenja.
Supernatant je odvojen, dok je zaostali talog resuspendiran u 300 uL RNA-pufera za lizu
(Zymo Research), nakon c¢ega je proveden postupak prociS¢avanja prema uputama
proizvodaca, koji ukljucuje i1 tretman DNazom I u svrhu uklanjanja zaostalih molekula DNA

tijekom izolacije RNA.
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3.2.4.2. Kvantitativni PCR uz reverznu transkripciju

Nakon izolacije ukupne RNA, gPCR-om uz reverznu transkripciju (RT-qPCR, od engl. reverse
transcription-gPCR) analizirana je relativna ekspresija gena SAHH u fibroblastima pacijenata,
kontrolnim fibroblastima te u stanicnim modelnim sustavima stanica Hek293, HepG2 i SW480
koje stabilno eksprimiraju razli¢ite rekombinantne proteine SAHH (EGFP-SAHH-WT, -
W112*, -Y328D i -Y143C). Fluorescentni reagensi koristeni u ovoj analizi ukljucivali su
hidrolizirajuéu probu specifi¢nu za gen SAHH uz probu za kontrolni gen ACTB. Reverzna
transkripcija 1 uzastopno umnazanje sintetiziranog cDNA-kalupa iz uzoraka ukupne RNA
provedeno je u jednom koraku (engl. one-step RT-qPCR).

Koristenjem komercijalno dostupnih reagensa Luna Universal Probe One-Step RT-
qPCR Kit pripremljene su reakcijske smjese mijeSanjem 5 uL Luna Universal Probe One-Step
Reaction Mix (2 x), 0,5 uL Luna WarmStart® RT Enzyme Mix (20 %) (sve New England
Biolabs), 0,5 uL smjese pocetnica i probe, 1 uL uzorka ukupne RNA i mqH>O do 10 uL.
Reakcijske smjese pripremljene su u triplikatu za svaki analizirani gen, SAHH 1 ACTB.
Sveukupno je pripremljeno 6 reakcijskih smjesa za svaki analizirani uzorak ukupne RNA, uz
dodatak duplikata reakcija negativne kontrole bez dodatka RNA. Reakcije RT-qPCR-a
provedene su u uredaju StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)

prema uvjetima prikazanim u Tablici 6.

Tablica 7. Temperaturni program odredivanja ekspresije gena SAHH metodom RT-qPCR.

Temperatura/°C Vrijeme Broj ciklusa
Reverzna transkripcija 55 10 min 1
Pocetna denaturacija 95 20 s 1
Denaturacija 95 1s* 40
Sparivanje pocetnica i
produljenje o0 207 0

*- reakcije su provedene pod uvjetima brze promjene temperature (engl. fast cycling conditions)

43



3.2.5. Rad sa staniénim kulturama

Stani¢ne linije 293T, Hek293, HepG2 i SW480 koristene su za konstrukciju stani¢énih modelnih
sustava koji stabilno eksprimiraju istrazivane mutirane proteine SAHH. Uzgoj primarnih
kultura fibroblasta i konstruiranih stani¢nih modela, njihovo presadivanje, mikroskopsko
pracenje rasta, tretmani kemijskim reagensima, priprema za mikroskopiju i liza stanica za
izolaciju proteina i/ili RNA provodilo se u kabinetu za rad u sterilnim uvjetima. Stani¢ne
kulture uzgajale su se u inkubatoru Heracell™ VIOS 160i (Thermo Fisher Scientific) u

atmosferi zasi¢enoj vodenom parom uz prisutstvo 5% ugljikovog (IV) oksida (CO.) pri 37 °C.

3.2.5.1. Uzgoj stanica u kulturi

Stani¢ne kulture uzgajane su pri¢vr§éene na povrsinu sterilnih plasti¢nih posuda uz dodatak
tekuceg hranjivog medija DMEM (od engl. Dulbeccos's Modified Eagle's Medium -high
glucose) nadopunjenim sa 10 % (v/v) fetalnog govedeg seruma (FBS, od engl. fetal bovine
serum), 100 pg/mL antibiotika penicilina i streptomicina te 2 mM L-glutaminom (sve Sigma-
Aldrich). Za potrebe ovog istrazivanja koriStene su plastiéne posude razli¢itih dimenzija i

formata ovisno o broju stanica potrebnom za provedbu razli¢itih eksperimenata (Tablica 8.).

Tablica 8. Dimenzije sterilnih plasti¢nih posuda za uzgoj stani¢nih kultura.

Plasti¢ne boce s filter ¢epom Primjena
T25 Uzgoj svjeze otopljenih stani¢nih linija
T75 Redovito odrzavanje stani¢nih kultura

Plasti¢ne Petrijeve posude

10 Transfekcija stanicne linije 293T za proizvodnju
cm
lentivirusa

Plasti¢ne ploce s bunari¢ima

Kemijski tretmani stani¢nih linija za izolaciju i

6 bunarica ' '
analizu proteina
24 bunarica Priprema stanica za mikroskopiju
96 bunarica Test MTT za odredivanje stani¢ne vijabilnosti
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Uvodenje stanica u kulturu odmrzavanjem iz tekuc¢eg dusika pocetni je korak rada sa
staniénim linijjama. Prethodno zagrijani hranjivi medij volumena 5 mL pomijeSa se sa
zaledenim alikvotom stanica u svrhu otapanja tj. prevodenja suspenzije u tekucu fazu.
Otopljena suspenzija stanica centrifugira se 3 min pri 300 x g. Supernatant se odvoji, dok se
zaostali talog stanica resuspendira u 5 mL svjezeg medija DMEM te se prebaci u sterilnu
plasti¢nu bocu T25 (Techno Plastic Products, Svicarska) za prekonoéni rast u inkubatoru.

Nakon otapanja, stanice se odrzavaju u kulturi pravovremenim presadivanjem i
dodatkom svjezeg hranjivog medija, obi¢no svaka 3-4 dana, ovisno o stani¢noj liniji. Rast
stanica svakodnevno se prati svjetlosnim mikroskopom pomocu kojeg se procjenjuje postotak
povrsine koju zauzimaju stanice u odnosu na ukupnu povrSinu posude tj. konfluentnost.
Ukoliko konfluentnost odredene kulture prijede 90 %, stanice se presade te im se promijeni
hranjivi medij. Presadivanje stanica zapocinje uklanjanjem hranjivog medija i ispiranjem
stanica fosfatnim puferom DPBS (od engl. Dulbecco's Phosphate Buffered Saline, Sigma-
Aldrich). Na isprane stanice doda se 1 mL otopine tripsina (Sigma-Aldrich) te se plasti¢na
posuda prebaci u stani¢ni inkubator 5 min. Nakon tripsinizacije tj. odvajanja stanica od
podloge, stanice se resuspendiraju u 4 mL svjezeg medija, a 1/8 volumena stani¢ne suspenzije
ostavi se u plasti¢noj posudi uz dodatak svjezeg hranjivog medija za daljnji rast.

Odredivanje tocnog broja stanica provodi se prilikom njihovog nasadivanja za
provedbu daljnjih eksperimenata (Tablica 8.), prije izolacije proteina i/ili RNA te kod
zamrzavanja stanica. Nakon odvajanja od povrSine, stanice se resuspendiraju u svjezem
hranjivom mediju te se alikvot stani¢ne suspenzije volumena 100 pL odvoji za brojanje stanica
na uredaju Z2 Particle Counter (Beckman Coulter, SAD) prema uputama proizvodaca. Alikvot
suspenzije koji sadrzi potreban broj stanica odvoji se i centrifugira 3 min pri 300 x g. Istalozene
stanice resuspendiraju se u odgovaraju¢em volumenu svjezeg medija za daljnji rast ili se
iskoriste za izolaciju proteina i/ili RNA.

Za njihovu dugotrajnu pohranu, 2 milijuna stanica istaloZi se centrifugiranjem nakon
¢ega se resuspendiraju u 1 mL medija za zamrzavanje koji se pripremi dodavanjem 5 % (v/v)
DMSO-a (Sigma-Aldrich) u svjezi hranjivi medij. Suspenzija se prebaci u kriotubice i pohrani
pri -80 °C u posudi za zamrzavanje Nalgene® Mr. Frosty (Thermo Fisher Scientific). Nakon

24 h, kriotubice se pohranjuju u spremnik s teku¢im dusikom u svrhu dugotrajnog skladistenja.
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3.2.5.2. Test MTT za odredivanje stani¢ne vijabilnosti

Pri provedbi ovog istrazivanja, MTT-testom odredena je citotoksicnost puromicina, polibrena
1 inhibitora proteasoma (MG-132), kemijskih spojeva kojima su tretirane stanice. Uz to, ova
metoda koriStena je za odredivanje broja virusnih ¢estica u odnosu na broj inficiranih stanica
(MOI, od engl. multiplicity of infection) pri provedbi transdukcijskih eksperimenata (opisano
u poglavlju 3.2.5.4). Metoda se temelji na redukciji Zutog 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijevog bromida (MTT) u ljubicaste kristale formazana djelovanjem sukcinat-
dehidrogenaze, enzima koji djeluje samo u metabolicki aktivnim odnosno zivim stanicama.
Kvantifikacija nastalih kristala formazana provodi se spektrofotometrijskim mjerenjem
apsorbancije pri 570 nm nakon njihovog otapanja u dimetil sulfoksidu (DMSO), a
koncentracija formazana proporcionalna je broju prezivjelih stanica nakon tretmana.
Prikladne koncentracije puromicina, polibrena i MG-132 (sve Sigma-Aldrich)
odredene su testiranjem razli¢itih koncentracijskih raspona; 0-5 pg/mL za puromicin, 0-20
pg/mL za polibren i 0-25 uM otopine inhibitora proteasoma MG-132. Vremenski period
odredivanja stani¢ne vijabilnosti ovisio je o ispitivanom spoju i dizajnu eksperimenta, pa je
tako za puromicin prezivljenje stanica odredeno 3 dana nakon tretmana, dok je za polibren i
MG-132 prezivljenje odredeno nakon 24 h. Dan prije tretmana, u plasticne ploce s 96 bunarica
nasadi se 3000 stanica u 200 pL hranjivog medija u svaki bunari¢. Svaka koncentracija testirana
je u triplikatu kao i kontrolni uzorci netretiranih stanica te uzorci slijepe probe, otopine
hranjivog medija i MTT-a bez stanica. Nakon prekono¢ne inkubacije, stanicama se promjeni
medij uz dodatak kemijskog spoja odredene koncentracije te se stanice uzgajaju u inkubatoru
1-3 dana, ovisno o testiranom spoju. Tretiranim stanicama odlije se hranjivi medij i doda 40
puL otopine MTT-a koncentracije 5 mg/mL te se stanice inkubiraju 4 h pri 37 °C. Nakon
inkubacije, kristali formazana otope se dodatkom 170 L DMSO-a uz blago mijeSanje na
tresilici u trajanju od 5 min. Apsorbancija otopina formazana izmjerena je na spektrofotometru

Multiskan EX (Thermo Fisher Scientific) pri valnoj duljini od 570 nm.
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3.2.5.3. Transfekcija stani¢ne linije 293T za proizvodnju lentivirusa

Lentivirusne Cestice koriStene su u ovom radu kao vektorski sustavi za prijenos i ugradnju
strane DNA (transgena) pri izradi stani¢nih modelnih sustava. Zbog svojih bioloskih
karakteristika, lentivirusi omogucuju brz i1 efikasan unos stranog genetickog materijala u
eukariotsku stanicu i stabilnu ugradnju transgena u genom domacina. Za razliku od
adenovirusnih vektora (AAVs), lentivirusi omogucuju geneticku modifikaciju terminalno
diferenciranih stanica kao S§to su neuroni te vrlo efikasan prijenos i integraciju stranog
genetiCkog materijala u stanice primarnih kultura i sustave in vivo. Funkcionalni lentivirusni
proizvode se kotransfekcijom lentivirusnog plazmida koji sadrzi istrazivani transgen i
pomo¢nih plazmida u tzv. ,pakiraju¢u stani¢nu linijju. Danas se u svrhu proizvodnje
lentivirusa najcesce koristi stani¢na linija 293T i njezine izvedenice, npr. 293FT, koje zbog

svojih svojstvenih genetickih karakteristika omogucuju proizvodnju visokog titra lentivirusa.
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Slika 15. Shematski prikaz cjelokupnog procesa izrade stani¢nih modelnih sustava pomocu
lentivirusa. Transfekcija lentivirusnih plazmida u pakiraju¢u stani¢nu liniju (1) dovodi do proizvodnje
funkcionalnih lentivirusa koji sadrze upakirani transgen (2). Stani¢ne linije u koje se unosi transgen inficiraju
se lentivirusima u procesu transdukcije (3) nakon ¢ega dolazi do ugradnje transgena u genom domacina (4).

Stabilna integracija transgena dovodi do njegove konstitutivne ekspresije u stanicama.
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Za potrebe ovog istrazivanja, konstruirani su lentivirusni plazmidi za prijenos i
ugradnju 4 transgena koji kodiraju za razli¢ite proteine SAHH; EGFP-SAHH-WT, EGFP-
SAHH-W112*, EGFP-SAHH-Y143C i EGFP-SAHH-Y328D. Njihovi kodiraju¢i sljedovi
klonirani su u prikladnu lentivirusnu plazmidnu okosnicu pLIM-EGFP, dok su pomo¢ni
plazmidi psPAX2 (Slika 13.) i pMD2.G (Slika 14.), koji sadrze gene za strukturne i
funkcionalne proteine samog virusa, pribavljeni putem repozitorija plasmida Addgene. U svrhu
provodenja eksperimenata negativne kontrole, dodatno su generirani lentivirusi koji ne sadrze
kodirajuc¢i slijed odnosno, pri transfekciji je koriStena prazna plazmidna okosnica pLIM-EGFP
bez cDNA SAHH.

Transfekcija stani¢ne linije 293T provedena je uporabom komercijalnog reagensa
Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific). U Petrijevu posudu promjera 10 cm, nasadi se
4 x 10° stanica u 10 mL hranjivog medija te se stanice inkubiraju preko no¢i pri 37 °C. Sljede¢i
dan, pripremi se transfekcijska smjesa lentivirusnih plazmida mijeSanjem 7,8 nug plazmida
pLIM-EGFP-SAHH, 8,1 pg plazmida psPAX2, 2,1 nug plazmida pMD2.G, 36 uL P3000
reagensa (Thermo Fisher Scientific) i 500 uL Opti-MEM Reduced Serum Medium (Thermo
Fisher Scientific). Odvojeno se pripremi smjesa transfekcijskog reagensa mijeSanjem 42 L
Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific) i 500 pL Opti-MEM-a. Dvije smjese
medusobno se pomijesaju i inkubiraju 15 min pri sobnoj temperaturi. Konac¢na transfekcijska
smjesa nanese se na stanice u hranjivom mediju koje se zatim prenesu u inkubator na
prekono¢ni rast. Dan nakon transfekcije, stanicama se promjeni hranjivi medij dodatkom 6 mL
svjezeg DMEM-medija te se stanice ponovno inkubiraju preko no¢i. Sljede¢i dan, odvoji se
hranjivi medij od stanica i filtrira koriStenjem 0,45 um filtera od polieter-sulfona (PES) u svrhu
odvajanja lentivirusa od zaostalih stani¢nih ostataka. ProciS¢eni lentivirusni supernatant
prebaci se u sterilnu plasticnu tubu i privremeno skladisti pri 4 °C, dok se transficiranim
stanicama doda novih 6 mL hranjivog medija koje se ponovno inkubiraju preko no¢i pri 37 °C.
Tre¢i dan nakon transfekcije, ponovni se postupak prikupljanja i filtriranja hranjivog medija u
kojem su rasle transficirane stanice te se konac¢ni lentivirusni supernatant alikvotira u kriotubice

1 skladisti pri -80 °C.
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3.2.5.4. QOdredivanje multipliciteta infekcije

Kvantifikacija proizvedenih lentivirusa provedena je odredivanjem udjela uspjesno inficiranih
stanica u odnosu na iskoriSteni volumen lentivirusnog supernatanta. Ovim eksperimentom, za
odredeni raspon volumena supernatanta, odreden je MOI pomoc¢u kojeg je moguce izraCunati
koncentraciju virusnih cestica prije same infekcije. Glavni cilj ove kvantifikacije je
optimizacija uvjeta transdukcije stani¢nih linija Hek293, HepG2 i SW480 pri kojima je
drasti¢no smanjena vjerojatnost infekcije jedne stanice s vise od jedne viruse ¢estice. Ovim
pristupom izbjegava se viSestruka integracija transgena unutar genoma jedne stanice, koja
moze znacajno utjecati na analizu ekspresije transgena i provedbu daljnjih eksperimenata.
MOI je odreden infekcijom Hek293 stanica za sve 4 vrste proizvedenih lentivirusa s
obzirom na to da svaka vrsta nosi razli¢ito mutirane cDNA SAHH. U plasti¢noj ploci s 12
bunarica, nasadi se 0,2 x 10° stanica po bunari¢u u 500 puL hranjivog medija DMEM-a uz
dodatak polibrena konac¢ne koncentracije 8 pg/mL. Sveukupno je ispitano 5 razli¢itih volumena
lentivirusnog supernatanta, 0, 25, 50, 75 1 100 pL, stoga je za svaku vrstu lentivirusa nasadeno
5 bunari¢a. U svaki bunari¢ doda se odredeni volumen lentivirusa i nadopuni hranjivim
medijem do 1 mL. Ploc¢a sa stanicama zatim se centrifugira 2 h pri 1000 x g i 33 °C. Nakon
ovog procesa, poznatog pod nazivom ,,spinfekcija®, ploce se vrate u inkubator na prekono¢ni
rast. Sljede¢i dan, stanicama se ukloni medij i isperu se tri puta fosfatnim puferom DPBS
(Sigma-Aldrich). Isprane stanice odvoje se od povrsine tripsinizacijom te se izbroje u svrhu
odvajanja 2,4 x 10* stanica za odredivanje prezivljenja nakon infekcije lentivirusima MTT-om.
Odvojene stanice resuspendiraju se u 1,2 mL hranjivog medija i nasade se u ploce s 96 bunarica.
Za svaki ispitivani volumen lentivirusa, nasadeno je sveukupno 6 bunari¢a od ¢ega je u pola
dodan selektivni antibiotik puromicin konacne koncentracije 1,5 ng/mL. Nasadene stanice
rasle su u inkubatoru 3 dana nakon cega je MTT-testom (poglavlje 3.2.5.2.) odreden MOI za
svaki ispitivani volumen lentivirusa raCunanjem omjera prezivjelih stanica nakon selekcije u

odnosu na ukupan broj nasadenih stanica tj. stanica koje nisu tretirane puromicinom.
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3.2.5.5. Transdukcija stani¢nih linija lentivirusima

Transdukcija je proces horizontalnog prijenosa genetickog materijala u eukariotske ili
prokariotske stanice upotrebom virusnih vektora. Za razliku od klasi¢ne transfekcije, virusna
transdukcijska je izrazito efikasna i omogucuje visoku stopu (95-100 %) modifikacije stani¢nih
kultura bez znacajnih utjecaja na njihovu vijabilnost. Odredeni virusni vektori, kao §to su
lentivirusi, koji se temelje na virusu humane imunodeficijencije (HIV, od engl. Auman
immunodeficiency virus), integracijom strane DNA u genom stanice omogucuju brzu i tehnicki
jednostavnu konstrukciju stani¢énih modela koji stabilno eksprimiraju transgen odnosno protein
od interesa. Virusni vektori se zbog svojih karakteristicnih svojstva danas Siroko primjenjuju u
proizvodnji cjepiva i kod aplikacije genske terapije in vitro i in vivo.

Modelni sustavi stani¢nih linija Hek293, HepG2 1 SW480 proizvedeni su
transdukcijom lentivirusima koji prenose mutirane cDNA SAHH fuzionirane sa zelenim
fluorescentnim proteinom (EGFP, od engl. enhanced green fluorescent protein) na N-kraju.
Svaka stani¢na linija inficirana je pojedinom vrstom lentivirusa pri ¢emu je odabran omjer
virusa i stanica (MOI) manji od 0,3 kako bi se osigurala maksimalno jedna integracija transgena
po uspjesno inficiranoj stanici. S obzirom na njihov suvisak, neinficirane stanice selektirane su
puromicinom, antibiotikom ¢iji je gen za rezistenciju takoder kodiran odsjeckom DNA kojeg
prenose lentivirusi (plazmid pLIM-EGFP). Transdukcija je provedena u plasticnim posudama
s 6 bunari¢a pri ¢emu je u svaki bunari¢ nasadeno 0,4 x 10° stanica u 2 mL hranjivog medija
DMEM-a uz dodatak polibrena konacne koncentracije 8 pg/mL 1 75 pL pojedinog
lentivirusnog supernatanta. Dodatno su nasadena joS dva bunari¢a stanica, jedan za potrebe
pracenja antibiotske selekcije, u koji nisu dodani virusi, a medij je sadrzavao puromicin
(pozitivna kontrola selekcije) 1 drugi, nasaden u mediju koji sadrzi samo polibren bez dodatka
virusa i antibiotika (negativna kontrola transdukcije). Stanice su zatim centrifugirane 2 h pri
1000 x g 133 °C nakon Cega su prebacene u inkubator na prekonoéni rast. Sljede¢i dan, medij
se ukloni i doda se svjezi hranjivi medij uz dodatak puromicina kona¢ne koncentracije 2,0
pug/mL te se stanice vrate u inkubator. Tijekom trajanja antibiotske selekcije, svakodnevno se
prati rast odnosno odumiranje stanica usporedbom konfluentnosti izmedu uzoraka inficiranih i
neinficiranih stanica u selektivnom mediju. U trenutku kada sve stanice uzorka pozitivne
kontrole odumru, selekcija inficiranih stanica smatra se dovrSenom, a prezivjele stanice
presaduju se u plasticne posude T25 za daljnji rast. Stanice su selektirane sveukupno 5 dana u

hranjivom mediju s puromicinom.

50



3.2.5.6. Tretmani staniénih modela inhibitorom proteasoma MG-132

Inhibicija aktivnosti proteasoma stani¢nih modela Hek293, HepG2 i SW480, koji stabilno
eksprimiraju fuzijski protein EGFP-SAHH-Y328D, provedena je tretmanom stanica
kemijskim spojem MG-132 (Sigma-Aldrich). Promjene razina ekspresije mutiranog proteina
analizirane su metodom western blot nakon tretmana stanica s dvije razli¢ite koncentracije
inhibitora u trajanju od 24 h.

U plasti¢ne ploée s 6 bunari¢a nasadeno je 1,0 x 10° stanica u 2 mL hranjivog medija
uz dodatak otopine MG-132 konac¢nih koncentracija 0, 1 i 2 nM. 24 h nakon pocetka tretmana,
stanicama se ukloni hranjivi medij, isperu se DPBS-om te im se doda 300 pL tripsina nakon
cega se inkubiraju 5 min pri 37 °C. Nakon odvajanja stanica od povrSine, doda se 600 pL
hranjivog medija te se suspenzija stanica prebaci u plasti¢ne tubice. Svakom uzorku odredi se
to¢an broj stanica u svrhu odvajanja 0,6 x 10° stanica za izolaciju i analizu proteina western

blotom.

3.2.5.7. Fiksacija i priprema stani¢nih preparata za mikroskopiju

Stani¢ni preparati za mikroskopiju pripremljeni su nasadivanjem stanica u plasti¢ne ploce s 24
bunari¢a uz prethodno postavljanje kruznih pokrovnih stakalaca promjera 12 mm (Lab
Logistics Group, Njemacka) na dno bunari¢a. Pokrovna stakalca steriliziraju se 70 %-tnim
etanolom 15 min nakon ¢ega se sterilnom pincetom pazljivo postave na dno pojedinog bunarica
te se isperu 3 puta otopinom fosfatnog pufera DPBS. U bunari¢e se nasadi 8,0 x 10 stanica u
1 mL hranjivog medija te se ostave u inkubatoru za prekono¢ni rast. Sljedec¢i dan, stanicama se
ukloni medij, isperu se DPBS-om i inkubiraju 10 min u mraku u 200 pL 4%-tne otopine
formaldehida (Sigma-Aldrich) u svrhu fiksacije stanica. Nakon fiksacije, stanice se isperu 3
puta DPBS-om nakon cega se stakalca s pri¢vr§¢enim stanicama pazljivo izvade pomocu
sterilne igle 1 pincete. Stakalca se zatim postave na predmetna stakalca na koje se prethodno
nanese mala koli¢ina otopine sa uklapanje ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPI
(Thermo Fisher Scientific) koja sadrzi fluorescentnu boju za obiljezavanje DNA odnosno
jezgre stanica (DAPI). Stani¢ni preparati suse se uronjeni u otopinu za uklapanje pri sobnoj
temperaturi u mraku preko noci, nakon ¢ega se pohranjuju pri 4 °C u prikladne spremnike za

predmetna stakalca.
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3.2.6. Svjetlosna i konfokalna mikroskopija

Za redovitu provjeru rasta, morfologije i procjenu konfluentnosti stani¢nih kultura, tijekom
provedbe ovog istrazivanja koristio se svjetlosni mikroskop Olympus CKX41 (Olympus,
Japan). Fluorescentne mikroskopske snimke stani¢nih preparata snimljene su pretraznim
konfokalnim mikroskopom Leica SP8 X FLIM (Leica Microsystems, Njemacka) koji je
opremljen objektivom HC PL APO CS2 63 % /1.40 s uljnom inverzijom, laserskom diodom na
405 nm 1 superkontinuiranim pobudnim laserom emisijskog podruc¢ja 470-700 nm. Tijekom
snimanja stani¢nih preparata, valna duljina pobude fluorescentnog signala EGFP iznosila je
488 nm, a emitirano zracenje snimano je u rasponu od 500-550 nm. Za pobudu signala DAPI-
a koriSteno je zracenje valne duljine 405 nm, a emitirano zracenje detektirano je u rasponu od
430-550 nm. Snimanje konfokalnim mikroskopom provedeno je u jedinici za mikroskopiju

Zavoda za molekularnu biologiju Instituta Ruder Boskovi¢.

3.2.7. Metode rada s proteinima

Lizati stani¢nih modela, fibroblasta pacijenata i proteinski produkti reakcija translacije i
transkripcije in vitro koriSteni su ovom istrazivanju za analizu ekspresije proteina metodom
western blot. Izolacija proteina provodila se na ledu u kabinetu za sterilan rad, a koriStena
centrifuga i ultrazvucna kupelj prethodno su ohladene na 4 °C. Uzorci proteina skladistili su se

pri -80 °C tijekom cijele provedbe istrazivanja.

3.2.7.1. Priprema stani¢nih lizata

Uzorci lizata proteina istih stani¢nih linija izolirani su uz prethodno brojanje i odvajanje
jednakog broja stanica u svrhu smanjenja odstupanja u ukupnoj koli€ini izoliranih proteina
svakog uzorka. Za validaciju generiranih stani¢nih modela Hek293, HepG2 i SW480, proteini
su izolirani iz ukupno 2 x 10 stanica. Uzorci proteina iz stanica tretiranih spojem MG-132,
dobiveni su izolacijom iz 0,6 x 10° stanica, dok su lizati fibroblasta pacijenata izolirani direktno
iz zamrznutog alikvota nepoznatog broja stanica.

Nakon odvajanja stanica za izolaciju proteina, stanice se istaloZe centrifugiranjem 3
min pri 300 x g. Supernatant se odvoji pazljivim odlijevanjem, a talog stanica resuspendira se
u 500 uL. DPBS-a nakon ¢ega se ponovno centrifugira na istim postavkama u svrhu dodatnog
ispiranja stanica. Istalozene stanice se odvoje 1 resuspendiraju u 300 pL prethodno
pripremljenog pufera za lizu RIPA (150 mM NacCl, 50 mM Tris , 0,1 % SDS, 0,5 % natrijev
deoksikolat (DOC), 1 % NP-40), koji dodano sadrzi inhibitore proteaza cOmplete™ Mini
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Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) 1 inhibitor fosfataza natrijev ortovanadat NazVOs
(Thermo Fisher Scientific) kona¢ne koncentracije 1 mM. Stanice se zatim inkubiraju 15 min
na ledu, nakon cega se soniciraju pomocu ultrazvuéne kupelji Bioruptor Plus (Hologic
Diagenode, SAD) u trajanju od 10 ciklusa od kojih se svaki ciklus sastoji od 30 s sonikacije i
10 s pauze. Uzorci se nakon sonikacije centrifugiraju 15 min pri 16 000 % g nakon ¢ega se 250

uL supernatanta prebaci u novu tubicu i pohrani pri -80 °C.

3.2.7.2. Odredivanje koncentracije proteina

Komercijalni komplet BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) koriSten je za izracun
relativnih koncentracija proteina analiziranih uzoraka. Metoda se temelji na redukciji bakrovih
iona u prisutnosti proteina i uzastopnom formiranju ljubicastih otopina kompleksa Cu* iona i
bicinkoni¢ne kiseline (BCA, od engl. bicinchoninic acid). Apsorbancija rezultiraju¢ih otopina
direktno je proporcionalna koncentraciji proteina u mjernom uzorku.

Odredivanje koncentracije proteina provedeno je prema preporukama proizvodaca bez
pripreme standardnih otopina za konstrukciju standardne krivulje. S obzirom na to da su
proteini medusobno usporedenih uzoraka izolirani iz istog broja stanica, omjer njihovih
apsorbancija bio je dovoljan za provedbu daljnjih analiza, bez upotrebe standardnih otopina
albumina govedeg seruma (BSA, od engl. bovine serum albumin). Izmjerena razlika u
apsorbancijama korigirana je prilagodbom volumena pojedinog uzoraka pri provedbi
elektroforeze na SDS-poliakrilamidnom gelu.

Svakom uzorku proteina izmjerena je apsorbancija u triplikatu mijeSanjem 10 pL
uzorka 1 200 pL radne otopine (omjer uzorka i radne otopine 1:20) u plasticnim plo¢ama s 96
bunari¢a uz dodatak duplikata uzorka slijepe probe, tj. radne otopine bez uzorka proteina.
Sadrzaj ploca dodatno se promijeSa 3 min na tresilici nakon ¢ega se inkubira 30 min pri 37 °C.
Nakon inkubacije, plo€a se ohladi na sobnu temperaturu te se izmjeri apsorbancija otopina pri

valnoj duljini od 570 nm pomocu ¢ita¢a mikrotitarskih plo¢a Multiskan EX.

3.2.7.3. Elektroforeza u SDS-polikrilamidnom gelu (SDS-PAGE)

Elektroforeza u poliakrilamidnom gelu uz prisutnost SDS-a Siroko je koriStena metoda analize
proteina koja omogucuje njihovo razdvajanje na temelju molekulskih masa. Natrijev dodecil-
sulfat (SDS, od engl. sodium dodecy! sulfate) spada u skupinu anionskih detergenata, kemijskih
spojeva koji naruSavaju nekovalentne interakcije izmedu polipeptidnih lanaca proteina i

uzrokuju denaturaciju njihove tercijarne strukture. Uz to, vezanje molekula SDS-a na protein
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maskira njegov naboj zbog prisutnosti mnogobrojnih negativno nabijenih sulfatnih skupina
detergenta. Zbog ove ¢injenice, denaturirani se proteini prolaskom kroz pore poliakrilamidnog
gela pod utjecajem elektrinog polja razdvajaju se iskljucivo na temelju molekulskih masa
njihovih monomernih podjedinica.

Razdvajanje proteina elektroforezom provedeno je upotrebom 10 % i 12 %-tnih
poliakrilamidnih gelova debljine 1,0 mm koji su prethodno pripremljeni pomocu sustava Mini-
PROTEAN Tetra Cell Casting Module (Bio-Rad, SAD). Gelovi za razdvajanje pripremljeni su
mijeSanjem reagensa navedenih u Tablici 9., nakon Cega je smjesa nanesena u sustav za
izlijevanje uz dodatak 1 mL izopropanola na gornji rub gela u svrhu prevencije inhibicije
polimerizacije kisikom iz zraka. Nakon 30 min, na polimerizirani gel za razdvajanje doda se
smjesa 5 %-tnog gela za sabijanje te se na vrh gela umetnu plasti¢ni ¢eslji¢i koji sluze kao

kalup za formiranje jazica za nanoSenje uzorka.

Tablica 9. Sastav smjesa za pripremu 10 %-tnih i 12 %-tnih poliakrilamidnih gelova za SDS-PAGE.

Komponenta smjese Gel za sabijanje Gel za razdvajanje
5% 10 % 12 %
mqH,0 2,7 mL 4,0 mL 3,3mL
30 % akrilamida/bisakrilamida 670 uL 3,3mL 4,0 mL
1,0 M Tris pH 6,8 500 uL
1,5 M Tris pH 8,8 2,5mL 2,5mL
10 % SDS 40 uL 100 uL 100 uL
10 % APS 40 uL 100 uL 100 uL
TEMED 4 uL 4 uL 4 uL
Ukupni volumen* 4 mL 10 mL 10 mL

*- navedeni volumeni dovoljni su za izlijevanje dva poliakrilamidna gela.

Uzorci proteina pripremljeni su mijeSanjem odredenog volumena uzorka i pufera za
nanoSenje proteina na gel (250 mM Tris-HCI pH 6,8, 5 % (v/v) B-merkaptoetanol, 8 % (v/v)
SDS, 40 % (v/v) glicerol, 0,04 % (w/v) bromofenol plavo) nakon ¢ega su inkubirani 5 min pri
95 °C u svrhu denaturacije proteina. Pripremljeni uzorci naneseni su u jazice gela uronjenog u
kadicu za vertikalnu elektroforezu Mini—PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) napunjenu puferom
za SDS-PAGE (25 mM Tris, 200 mM glicin, 0,1 % (v/v) SDS, pH 8,3). Uz uzorke proteina, u
prvu jazicu gela nanese se 2 pul. markera molekulskih masa PageRule Prestained Protein
Ladder (Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza se provodi pri naponu od 140 V do pocetka

izlaska boje iz gela.
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3.2.7.4. Metoda western blot

Western blot je osnovna laboratorijska tehnika detekcije specificnih proteina iz kompleksne
proteinske smjese. Temelji se na uporabi protutijela koji specificno prepoznaju i vezu protein
od interesa, $to u konacnici omogucuje njihovu selektivnu detekciju i1 kvantifikaciju.
Cjelokupna metoda sastoji se od niza koraka koji redom ukljucuju; razdvajanje proteina SDS-
gel elektroforezom, njihov prijenos na membranu od nitroceluloze ili polivinilidenfluorida
(PVDF), blokiranje membrane u svrhu prevencije nespecificnog vezanja protutijela, inkubacije
membrane primarnim, a nakon toga sekundarnim protutijelom te u konacnici vizualizacije 1
kvantifikacije proteina radioaktivnim, fluorescentnim ili kemiluminescentnim metodama
detekcije.

Pri provedbi ovog istrazivanja, metoda western blot koristila se za analizu ekspresije
proteina SAHH u fibroblastima pacijenata i za provjeru ekspresije mutiranih proteina SAHH u
stanicnim modelnim sustavima Hek293, HepG2 i SW480. Prinosi reakcija transkripcije 1
translacije in vitro takoder su analizirani western blotom, kao i promjene u koli¢ini proteina
SAHH nakon tretmana stani¢nih modela inhibitorom proteasoma.

Nakon njihovog razdvajanja elektroforezom SDS-PAGE, proteini su preneseni na
PVDF-membranu koriste¢i Trans-Blot Turbo Mini 0,2 um PVDF Transfer Pack i sustav za
prijenos Trans-Blot Turbo Transfer System (sve Bio-Rad) prema preporukama proizvodaca.
Postavke sustava podeSene su na brzi prijenos proteina standardnog raspona molekulskih masa
(10-180 kDa) pri konstantnoj jakosti struje od 1,3 A i maksimalnom naponu od 25 V u trajanju
od 14 min. Provjera uspjesnosti prijenosa proteina provedena je inkubacijom membrane u
otopini za bojanje amido crno (0,1 % (w/v) Amido crno 10B (Kemika, Hrvatska), 10 % (v/v)
ledena octena kiselina, 45 % (v/v) metanol) u trajanju od 5 min nakon ¢ega je boja uklonjena
otopinom za odbojavanje (7,5 % (v/v) ledena octena kiselina, 20 % (v/v) metanol). Membrana
je zatim blokirana inkubacijom u puferu za blokiranje (5 %-tno mlijeko u puferu TBS-T (20 m
M Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20)) 1 h na tresilici pri sobnoj temperaturi. Tijekom
blokiranja membrane, pripremljene su otopine primarnih protutijela razrijedenih u puferu za
blokiranje prema Tablici 4. Nakon blokiranja, membrane su inkubirane u otopinama primarnih
protutijela preko no¢i pri 4 °C. Sljede¢i dan, membrane su isprane tri puta u trajanju od 10 min
inkubacijom u puferu TBS-T na tresilici, nakon ¢ega se membrana inkubira u otopini

odgovarajuc¢eg sekundarnog protutijela 1 h pri sobnoj temperaturi.
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3.2.8. Odredivanje sljedova nukleinskih kiselina-metode sekvenciranja

Sekvenciranje je postupak odredivanja osnovnog nukleotidnog slijeda molekule DNA. Prve
metode sekvenciranja razvijene su 1970-ih godina i obiljezavaju jednu od glavnih prekretnica
u razvoju modernih molekularnih znanosti. Godine 1977. Sanger i suradnici razvijaju danas
Siroko poznatu Sangerovu dideoksi-metodu koja se uz Maxam-Gilbertovu metodu kemijskog
cijepanja ubraja u prvu generaciju tehnika sekvenciranja. Novi materijali i metodoloski pristupi
razvijeni u narednom desetljecu, posebice fluorescentno obiljeZeni nukleotidi i kapilarna gel
elektroforeza, iskoriSteni su za znacajno unaprjedenje toCnosti i automatizaciju cjelokupne
Sangerove metode, omogucavajuci ucinkovito i isplativo sekvenciranje fragmenata DNA od
50-1000 parova baza. Najvece dostignuée Sangerove metode postignuto je pocetkom 21.
stoljeca, kada je nakon viSe od deset godina napora uspjesno dovrSen projekt sekvenciranja i
mapiranja prvog humanog referentnog genoma (HGP, od engl. human genom project) upravo
zahvaljuju¢i primjeni ove metode. Gotovo 50 godina nakon njezinog otkri¢a, Sangerova
metoda sekvenciranja i danas se Siroko koristi za rutinsko odredivanje nukleotidnih sljedova
pojedina¢nih gena i/ili manjih fragmenata DNA za potrebe medicinske dijagnostike i

znanstvenih istrazivanja.
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Slika 16. Osnovni koraci prve generacije sekvenciranja Sangerovom metodom. Na rastuci
polinukleotidni lanac ugraduju se standardni nukleotidi (1) sve do trenutka ugradnje modificiranih
nukleotida koji onemogucuju daljnji rast lanca (2). Produkti reakcije sekvenciranja su fluorescetno obiljezeni
fragmenti DNA razlicite veli¢ine (3) koji se kapilarnom gel elektroforezom odvajaju na temelju mase uz
detekciju (4). Konacni rezultat sekvenciranja je elektroferogram koji prikazuje redoslijed karakteristi¢nih

fluorescentnih signala pojedinog nukleotida unutar polinukleotidnog lanca molekule DNA (5).

56



Prve generacije metoda sekvenciranja, iako uspjeSno primijenjene u sklopu projekta
prvog humanog referentnog genoma, nisu bile prikladne za brzo i u€inkovito sekvenciranje
velikih genoma sloZenih organizama. Dugotrajnost i neisplativost ocitavanja i mapiranja
pojedinacnih fragmenata potaknulo je razvoj novih inovativnih tehnoloskih rjeSenja. Po¢etkom
21. stoljeca, kroz primjenu nanotehnologije, razvijena je metodologija paralelnog
sekvenciranja milijuna kratkih odsjeCaka DNA u realnom vremenu (engl. massive parallel
sequencing). Ovaj visoko protocni pristup iskoriSten je kao temelj za razvoj NGS-a, a njihova
prakti¢na implementacija omogucila je sekvenciranje cjelokupnih genoma u svega jednom
danu te je obiljezila pocetak revolucije genomskih istrazivanja i personalizirane medicine.

Platforme Illumina, Roche454, SOLiID i lon Torrent ubrajaju se u drugu generaciju
tehnika koje se primarno odlikuju izuzetnom proto¢noscu sekvenciranja (engl. high-throughput
sequencing) koja omogucuje paralelnu provedbu i precizno detektiranje stotina milijuna
reakcija sekvenciranja istovremeno. Strategije umnazanja fragmenata DNA i detekcije njihovih
nukleotidnih sljedova razlikuju se ovisno o platformi. Dva glavna pristupa generiranja klonalne
populacije odsjecaka DNA ukljucuju umnazanje na kuglicama emulzijskim PCR-om (engl.
bead-based amplification) 1 umnazanje na Cvrstoj podlozi (engl. solid-phase bridge
amplification). Samo odredivanje slijedova umnoZenih odsjecaka provodi se sekvenciranjem
ligacijom (SBL, od engl. sequencing by ligation) ili sekvenciranjem sintezom (SBS, od engl.
sequencing by synthesis). Sekvenciranje sintezom ukljucuje tri razli¢ita mehanizma ovisno o
platformi; ciklicka reverzibilna terminacija (Illumina), pirosekvenciranje (Roche454) i
detekcija oslobodenih protona (Ion Torrent). Neovisno o platformi, sve metode druge
generacije temelje se na sekvenciranju kratkih odsje¢aka DNA veli¢ina 35-700 parova baza,
generiraju¢i velike koli¢ine kratkih ocitanja ¢ija analiza Cesto zahtijeva slozenu obradu
prikladnim bioinformatickim alatima prije same interpretacije rezultata. Danas se metode
NGS-a siroko primjenjuju za detekciju SNP-ova, bilo odredene ciljne regije ili na razini cijelog
genoma, zatim sekvenciranje bakterijskih i manjih eukariotskih genoma de novo, sekvenciranje
cjelokupnih transkriptoma (RNAseq), profiliranje epigenoma i kromatinskih struktura, analizu
metagenoma itd. Neovisno o njihovoj primjeni, NGS-metode druge generacije otvorile su vrata
brzog, preciznog i isplativog generiranja goleme koli¢ine genomskih podataka te su danas

neophodan alat moderne znanosti i medicine 21. stoljeca.
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Slika 17. Osnovni koraci sekvenciranja metodom druge generacije na Illumina platformi. Biblioteke

za sekvenciranje pripremaju se fragmentacijom molekula DNA uz ligaciju adaptera (1) u svrhu hibridizacije
i umnazanja fragmenata na ¢vrstoj podlozi (2). Sintezom drugog lanca odreduju se sljedovi fragmenata kroz
detekciju karakteristi¢nih fluorescentnih signala nukleotida nakon svakog ciklusa njihove ugradnje (3).

Kratka ocitanja analiziraju u svrhu sastavljanja kontinuirane sekvence pocetne molekule DNA (4).

Tehnologije sekvenciranja druge generacije sa sobom donose i odredene nedostatke, t;.
ogranicenja prilikom istrazivanja kompleksnih dijelova genoma koji potencijalno sadrze
klju¢ne informacije za deSifriranje njihovih evolucijskih, funkcionalnih i bioloskih uloga.
To¢no mapiranje kratkih ocitanja za regije genoma s dugim ponavljaju¢im sljedovima,
strukturnim varijacijama (duplikacije, inverzije, translokacije) i sekvenciranje velikih genoma
de novo predstavljaju izazove pri analizi podataka dobivenih metodama sekvenciranja kratkih
oc¢itanja (SRS, od engl. short-read sequencing). Takoder, priprema biblioteka obuhvaca
umnazanje odsjecaka PCR-om, Sto moze dovesti do potencijalne sistematske pogreske, tj.
pristranosti (engl. bias) prilikom analize rezultata, npr. kod analize udjela baza GC unutar
sekvenci, njihove duljine, neravnomjerne pokrivenosti odredenih regija genoma, pogresnog

odredivanja nukleotida itd.
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Nedavno su razvijeni novi pristupi koji omogucuju sekvenciranje velikih odsjecaka
DNA (LRS, od engl. long-read sequencing). LRS smatraju se treCcom generacijom metoda
sekvenciranja, a ukljucuju dvije glavne tehnologije; sekvenciranje nanoporama (ONT, od engl.
Oxford nanopore sequencing) i sekvenciranje jedne molekule u realnom vremenu (SMRT, od
engl. PacBio single-molecule real-time sequencing). Ovim metodama moguce je generirati
kontinuirana o€itanja fragmenata DNA vecih od 10 000 parova baza direktnim sekvenciranjem
nativnhe DNA molekule, bez potrebe njezinog umnazanja PCR-om. Duga ocitanja takoder
uvelike unaprjeduju tocnost njihovog mapiranja, posebice pri analizi ponavljajucih dijelova
genoma, velikih strukturnih varijacija, izoformi transkripata i kod sastavljanja genoma de novo.
Metode druge generacije trenutno jo$ uvijek posjeduju veéu toc¢nost ocitavanja pojedinih
nukleotida (engl. base-call accuracy), vecu protocnost i nizu cijenu, stoga su jos uvijek zlatni
standard genomskih istrazivanja i medicinske dijagnostike posebice za analizu i detekciju SNP-
ova, varijacija u broju kopija odnosno CNV-ova te manjih insercija i delecija. Oba pristupa
sekvenciranja sadrZe svoje prednosti i nedostatke, a kombinacija ovih dviju tehnologija danas
se smatra najboljim rjeSenjem za sveobuhvatnu analizu i istrazivanje kompleksnih genoma i

njihovih struktura.

3.2.8.1. Sekvenciranje transkriptoma (mRNAseq)

Metode NGS-a omogucuju analizu ekspresije gena na razini cijelog genoma te analizu
transkriptoma u svrhu istrazivanja stani¢nih procesa, fiziologije i aktivnosti. U sklopu ovog
istrazivanja, sekvencirani su transkriptomi fibroblasta pacijenata i zdravih kontrola u svrhu
analize ekspresije pojedinog alela gena SAHH (ASE, od engl. allele-specific expression) i
validacije rezultata RT-qPCR analize ekspresije gena SAHH. Transkriptomi stani¢nih modela
HepG2 sekvencirani su s ciljem identifikacije gena i/ili stani¢nih mehanizama koji objasnjavaju
potencijalne razlike u ekspresiji mutiranih proteina SAHH. Sekvenciranje i analiza
transkriptoma NGS-om ukljucuje niz koraka, od pocetne provjere kvalitete uzorka RNA,

pripreme biblioteka, reakcije sekvenciranja te obrade, analize i interpretacije rezultata.

3.2.8.2. Provjera kvalitete ukupne RNA

Kvantifikacija izolirane ukupne RNA provedena je na fluorimetru Qubit 3.0 (poglavlje
3.1.2.5.). Kvalitativna analiza, odnosno stupanj degradacije RNA, napravljena je uporabom
komercijalnog kompleta RNA Nano 6000 (Agilent Technologies, SAD) i uredaja Bioanalyzer

2100 (Agilent Technologies). Ovaj sustav omogucuje razdvajanje i analizu fragmenata RNA
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prisutnih u odredenom uzorku uz procjenu, tj. kvantifikaciju stupnja degradiranosti izrazenog
preko RIN-vrijednosti (od engl. RNA integrity number). RIN-vrijednost odredenog uzorka
definira se u rasponu od 1-10, a racuna se usporedbom intenziteta fluorescencije rRNA
fragmenata 18S i 28S. RIN-vrijednost od 10 oznacava 100 %-tnu intaktnost fragmenata, dok
niza RIN-vrijednost, npr. 3, ukazuje da je 30 % molekula RNA intaktno, dok je preostalih 70
% u nekoj mjeri degradirano. Jedan od pocetnih koraka pripreme transkriptomskih biblioteka
ukljucuje obogacenje (engl. enrichment) uporabom pocetnica oligo dT u svrhu izdvajanja
molekula mRNA koje posjeduju sljedove poliA. Uzorci koji posjeduju RIN-vrijednost < 7 nisu
prikladni za pripremu biblioteka ovim pristupom, stoga je provjera integriteta RNA klju¢an
korak za uspje$nu pripremu biblioteka i sekvenciranje transkriptoma.

Priprema Cipa za analizu uzoraka kompletom RNA Nano 6000 (Agilent Technologies)
provedena je prema preporukama proizvodaca. Ukratko, alikvot gela za elektroforezu
centrifugira se u prikladnoj kolonici s filterom 10 min pri 1500 x g. Filtrirani alikvot gela
volumena 65 pL pomijesa se s 1 puL fluorescentne boje, dodatno se promijesa na tresilici i
ponovno centrifugira 10 min pri 13 000 x g u svrhu talozenja krupnih Cestica gela. Pripremljena
smjesa gela 1 boje otpipetira se u prikladne jazice ¢ipa, dok se u preostale jazice nanese 5 ul
markera RNA 6000 Nano Marker (Agilent Technologies) i 1 pL ispitivanog uzorka RNA.
Dodatno se u zasebnu jazicu uz 5 pL markera nanese 1 pL standarda RNA 6000 Ladder
(Agilent Technologies). Pripremljeni €ip promijeSa se na tresilici /KA MS3 basic (IKA,
Njemacka) 1 min pri 2400 rpm. Cip se zatim postavi u uredaj Bioanalyzer 2100 i analizira
pomocu programskog alata uz odabir opcije za analizu ukupne eukariotske RNA (engl. Total
Eukaryote RNA Nano). Nakon zavrSetka analize, ukoliko su uzoreci i €ip prikladno pripremljeni,
sustav automatski odreduje RIN-vrijednost svakog uzorka, uz moguénost vizualizacije

fragmenata RNA.

3.2.8.3. Priprema biblioteka cDNA za sekvenciranje transkriptoma

Biblioteke za sekvenciranje transkriptoma stani¢nih modela HepG2 i fibroblasta pacijenata
pripremljene su koriste¢i komercijalni komplet NEB Ultra Il Directional RNA Libarary Prep
for Illlumina (New England Biolabs). Uzorci ukupne RNA zahtijevaju prethodnu obradu kako
bi se omogucilo uspjesno sekvenciranje na platformama Illumina. Osnovni koraci pripreme
biblioteka cDNA iz wuzoraka ukupne RNA ukljucuju obogaéenje mRNA, njihovu
fragmentaciju, sintezu cDNA, ligaciju adaptera te kona¢no umnazanje PCR-metodom uz

dodavanje barkodova (Slika 18.).
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Slika 18. Osnovni koraci pripreme biblioteka za sekvenciranje transkriptoma (mRNAseq). Preuzeto i

prilagodeno iz [142].

Uzorci ukupne RNA stani¢nih modela HepG2, koji stabilno eksprimiraju protein
EGFP-SAHH divljeg tipa odnosno mutirani oblik EGFP-SAHH-Y328D, koriSteni su za
pripremu transkriptomskih biblioteka u duplikatima. Biblioteke transkriptoma fibroblasta 1. i
8. pacijenta uz pripadaju¢e zdrave kontrole pripremljene su u triplikatima prema uputama
proizvodaca. Svaka biblioteka pripremljena je iz 800 ng pocetnog uzorka ukupne RNA.

Prvi korak pripreme ukljucuje izolaciju mRNA pomocu pocetnica oligo dT koje su
imobilizirane na magnetskim cCesticama. Nakon izolacije, mRNA se eluira s magneta i
fragmentira inkubacijom 15 min pri 95 °C kako bi kona¢na veli¢ina fragmenata iznosila
otprilike 200 parova baza. Fragmenti mRNA zatim se prevedu u jednolancane sljedove cDNA
pomocu nasumic¢nih heksamera i reverzne transkriptaze. Drugi lanac cDNA sintetizira se
inkubacijom u trajanju od 1 h pri 16 °C uz uporabu dUTP-a (deoksiuridin-trifosfata) umjesto
dTTP-a (deoksitimidin-trifosfata). Ovaj pristup pripreme mRNA-biblioteka omogucuje
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odredivanje orijentacije pojedinog transkripta odnosno zadrzava informaciju s kojeg lanca
DNA on potjece (engl. stranded mRNAseq) prilikom analize podataka. Dvolancani fragmenti
cDNA prociste se iz reakcijske smjese magnetskim Cesticama te im se modificiraju tupi krajevi
dodavanjem jednog adenozina na 3' kraj svakog fragmenta. Sljedeci korak pripreme biblioteka
ukljucuje ligaciju specificnih adaptorskih sekvenci na krajeve fragmentata cDNA koji
omogucuju njihovu imobilizaciju na ¢&vrstu podlogu (engl. flow-cell) platforme za
sekvenciranje Illumina. Prema preporukama proizvodaca, adapteri su prije dodatka u
reakcijsku smjesu razrijedeni 5 puta. Produkti reakcije ligacije procis¢eni su uz pomoc
magnetskih Cestica, a zatim su umnozeni PCR-om. Tijekom umnazanja, uporabom specifi¢nih
pocetnica, svaka biblioteka obiljezava se karakteristicnim barkodom (engl. index), tj. slijedom
od 6-8 to¢no definiranih nukleotida koji oznacavaju kojem izvornom uzorku ocitani fragment
pripada. Na kraju, umnozene i obiljezene biblioteke prociste se pomocu magnetskih kuglica

nakon ¢ega se provjeri kvaliteta njihove cjelokupne pripreme.

3.2.8.4. Provijera kvalitete biblioteka cDNA i sekvenciranje na platformi I[llumina

Kvaliteta pripremljenih biblioteka provjerena je pomocu uredaja Bioanalyzer 2100 uz uporabu
komercijalno dostupnog kompleta High Sensitivity DNA (Agilent Technologies) prema
preporukama proizvodaca. Promatrani parametri ukljucivali su prisutnost necistoca (adapter
dimera, dimera pocetnica) i distribuciju veliine fragmenata. S obzirom na utvrdenu prisutnost
nezeljenih fragmenata dimera adaptera izmedu 87-139 parova baza, kvantificirani su samo
fragmenti biblioteka veli¢ina izmedu 200-1000 parova baza. Biblioteke su zatim normalizirane
na koncentraciju od 3 nM te su pomijesane u jednakim volumnim omjerima (5uL). Kona¢na
smjesta biblioteka (engl. library pool) dodatno je proc¢iséena pomoéu AMPure XP (Beckman
Coulter) magnetskih kuglica uz koriStenje volumnog omjera otopina/magnetske kuglice 0,9 u
svrhu uklanjanja zaostalih dimera adaptera.

Prije samog sekvenciranja, uzorak biblioteka denaturiran je mjeSanjem 20 puL otopine
koncentracije 1 nM i1 20 pL 0,2 M otopine NaOH, nakon cega je razrijeden na konacnu
koncentraciju od 1,4 pM. Sekvenciranje biblioteka provedeno je na platformi za sekvenciranje
NextSeq 550 uz uporabu komercijalnog kompleta kemikalija za sekvenciranje NextSeq550 150
Cycles HIGH Reagents i odgovarajuce ploCice za sekvenciranje NextSeq 550 HIGH Output
Flow Cell (sve Illumina, SAD). Protokol sekvenciranja postavljen je na 76 ciklusa o¢itanja oba

kraja fragmenata, tzv. sekvenciranje uparenih krajeva (engl. paired-end sequencing).
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3.2.9. Bioinformaticka obrada i analiza NGS-podataka

Podaci dobiveni sekvenciranjem NGS-metodama ukljucuju velike koli¢ine neobradenih
(sirovih) sekvenci odnosno kratkih ocitanja duljine 75-150 parova baza. Njihova
bioinformaticka obrada ovisi o eksperimentalnom pristupu i vrsti podataka, a dijeli se na tri
glavne razine; primarnu, sekundarnu i tercijarnu analizu.

Primarna analiza obi¢no se provodi automatski, tijekom samog sekvenciranja, a
specificna je za pojedinu NGS-platformu. Ukljucuje detekciju i analizu izlaznog signala
sekvenciranja, odredivanje nukleotida, tj. pojedine baze (engl. base calling) i rangiranje
kvalitete oCitanja svake baze (engl. base quality scoring). Svi elementi i parametri primarne
analize zapisani su u izlaznom formatu podataka, tzv. datoteci FastQ, a sluze za provjeru
ukupne kvalitete podataka odnosno to¢nosti same reakcije sekvenciranja prije daljnje analize.
Sekundarna analiza obuhvaca mapiranje, tj. poravnanje (engl. allignment) sekvenci na
referentni genom 1 detekciju strukturnih varijanti (SNP-ovi, insercije, delecije itd.), dok se za
analizu transkriptoma dodatno provodi identifikacija i kvantifikacija pojedinih transkripata.
Tercijarna analiza najceS¢e ukljuCuje anotaciju 1 bioloSku interpretaciju rezultata
sekvenciranja, ovisno o svrsi provedenog eksperimenta. Za profiliranje globalne genske
ekspresije, tercijarna analiza obuhvaca diferencijalnu ekspresiju gena i njihovu funkcionalnu
interpretaciju, najces¢e analizom genske ontologije (GO).

U sklopu ovog istrazivanja, sekundarna i tercijarna analiza transkriptoma fibroblasta
pacijenata i1 stanicnih modela HepG2 provedena je u suradnji kolegama iz Odjela za

Bioinformatiku Max Planck Instituta za Biologiju Starenja u Kélnu u Njemackoj.

3.2.9.1. Provjera kvalitete sirovih podataka sekvenciranja

Prije obrade i analize izlaznih podataka, uspjesnost cjelokupnog sekvenciranja provjerena je
procjenom njihove kvalitete uporabom programskog alata FastQC [143]. Ovaj alat pruza
mogucénost detaljnog uvida u razli¢ite parametre pojedine datoteke FastQ kako bi se procijenila
ukupna kvaliteta neobradenih sekvenci svakog uzorka u svrhu osiguravanja uspjesne provedbe
daljnje analize. Alat FastQC sastoji se od nekoliko modula koji odreduju i vizualiziraju razli¢ite
parametre kao $to su vrijednost kvalitete pojedinog nukleotida (Phred-vrijednost 30- Q30),
zastupljenost svakog nukleotida (A, T, C, G), udio GC u sekvenci, udio N-ocitanja u sekvenci,
udio dupliciranih sekvenci i izratun prekomjerno zastupljenih sekvenci. Ukoliko neki od ovih
parametara nije unutar o¢ekivanih granica vrijednosti, dodatnom obradom podataka kao $to je

odrezivanje dijelova sekvenci (engl. trimming) ili filtriranje, tj. uklanjanje nekvalitetnih
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sekvenci, moguce je povecati ukupnu kvalitetu podataka. U sklopu ovog istrazivanja, analiza
neobradenih sekvenci alatom FastQC pokazala je visoku kvalitetu dobivenih podataka, stoga

za daljnju analizu nije bila potrebna njihova dodatna obrada.

3.2.9.2. Poravnanje sekvenci na referentni genom i kvantifikacija transkripata

Neobradene sekvence poravnate su na humani referentni genom GRCh38 (Ensembl 105/h38)
pomocu programskog alata Kallisto [144] (izdanje 0.46.1). Prije samog poravnanja, sekvence
transkripata rRNA uklonjene su iz datoteke koja sadrzi cjelokupni referentni genom kako bi se
poboljsala to¢nost mapiranja te identifikacije 1 kvantifikacije transkripata. Alatom Kallisto
provedeno je poravnanje sekvenci i uzastopna kvantifikacija transkripata nakon cega je
provedena statisticka obrada i provjera kvalitete poravnatih sekvenci programskim alatima
featureCounts [145] 1 MultiQC [146]. Ovi alati, slicno kao 1 FastQC, omogucuju vizualizaciju
i usporedbu statistickih parametara neobradenih sekvenci i njihovih poravnanja za sve
analizirane uzorke odjednom, pruzaju¢i jednostavan i brz uvid u kvalitetu provedenih analiza.
Za vizualizaciju datoteka koje sadrze poravnate sekvence na referentni humani genom, koriSten

je programski alat Integrative Genomics Viewer (izdanje 2.14.0) [147].

3.2.9.3. Odredivanje diferencijalno eksprimiranih gena

Nakon poravnanja sekvenci i kvantifikacije ekspresije gena, provedena je analiza diferencijalne
ekspresije programskim alatom DESeq2 (izdanje 1.24.0) [148]. DESeq2 omogucuje
kvantitativhu usporedbu ekspresije gena uporabom vise razli€itih statistickih metoda koje,
normaliziraju ekspresijske vrijednosti gena, kvantificiraju promjene u ekspresiji izmedu
uzoraka, procjenjuju statistiCku znacajnost izraunatih promjena i modeliraju varijabilnost
podataka kako bi se dodatno korigirali izraunati parametri. Promjene ekspresije na
logaritamskoj skali (logoFC, od engl. logarithmic fold change) racunaju se generaliziranim
linearnim modelom (GLM, od engl. generalized linear model) koji usporeduje kvantificirane
ekspresijske vrijednosti nekog gena izmedu dva uzorka. Waldovim testom, koji testira nultu
hipotezu koja glasi da nema promjena u ekspresiji nekog gena izmedu dva promatrana uzorka,
racuna se statistiCka znaCajnost svake izracunate promjene odnosno njezina p-vrijednost.
Korekcijom p-vrijednosti za viSestruko testiranje Benjamin-Hochergovim postupkom,
odreduju se vrijednosti prilagodene statisticke znacajnost (padj, od engl. adjusted p-value) koje
opisuju stopu laznog otkric¢a (FDR, od engl. false discovery rate) za svaku izraCunatu promjenu

ekspresije. Konac¢ni cilj ove analize je generiranje liste gena s pridruzenom razlikom u
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ekspresiji (log2FC) izmedu dva uzorka uz njihovo rangiranje na temelju prilagodene statisticke
znacajnosti (pajd). Ovakav prikaz rezultata analize naziva se lista diferencijalno eksprimiranih
gena.

Za potrebe ovog istrazivanja, odredeni su diferencijalno eksprimirani geni izmedu
stanicnih modela HepG2-EGFP-SAHH-WT 1 HepG2-EGFP-SAHH-Y328D. Takoder su
odredeni i diferencijalno eksprimirani geni u uzorcima fibroblasta pacijenata njihovom

usporedbom s prikladnim kontrolnim uzorcima.

3.2.9.4. Interpretacija diferencijalno eksprimiranih gena analizom genske ontologije

Genska ontologija (GO, od engl. gene ontology) je standardizirani sustav anotacije i
kategorizacije gena koji se temelji na trenutno dostupnim znanstvenim spoznajama o njihovoj
funkciji. Baza podataka GO (engl. The Gene Ontology Resource) najve¢i je izvor
sistematiziranih informacija o funkciji gena, a trenutno sadrzi preko 42 000 definiranih GO-
pojmova koji predstavljaju osnovnu jedinicu funkcionalne anotacije gena [149]. GO-pojmovi
podijeljeni su u tri osnovne kategorije: molekularna funkcija, stani¢na lokalizacija i1 bioloski
procesi unutar kojih genski produkti provode svoju funkciju. Analiza genske ontologije
omogucuje funkcionalnu anotaciju liste gena kroz obogacenost (engl. enrichment) odnosno
njihovo grupiranje na temelju dodijeljenih GO-pojmova uz izracun statisticke znacajnosti
pripadnosti unesene liste odredenom pojmu, tj. grupi pojmova unutar odabrane kategorije.
Analiza zastupljenosti pojmova genske ontologije pomaze u interpretaciji podataka dobivenih
visokoproto¢nim, ,,omics* metodama te je danas najc¢esce koriStena metoda u analizi podataka
dobivenih mRNAseq-om u svrhu funkcionalne interpretacije diferencijalno eksprimiranih gena
i njihovog bioloskog znacaja.

U ovom istrazivanju, analiza genske ontologije napravljena je u suradnji s kolegama iz
Odjela za Bioinformatiku Max Planck Instituta za Biologiju Starenja u Kolnu, pomocu
automatiziranog sustava bioinformati¢kih algoritama (engl. pipline) za analizu podataka
dobivenih mRNAseq-om. Funkcionalna anotacija gena, izraun zastupljenosti GO-pojmova te
njihova statisticka znacajnost napravljena je pomocu mreznog alata DAVID [150].
Prekomjerno zastupljeni GO pojmovi s p-vrijednosti manjom od 0,05 smatrani su statisticki

znacajni, a rezultati su vizualizirani pomoc¢u mreznog alata Flaski.
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3.2.9.5. Odredivanje ekspresije specifi¢nog alela

Ekspresija specificnog alela je bioloski fenomen koji opisuje neuravnotezenu ekspresiju dvije
kopije istog gena u diploidnim organizmima. NajceS¢e nastaje zbog mutacija kodiraju¢ih
sljedova gena, njihovih regulatornih elemenata (promotori, pojacivaci itd.) ili epigenetskih
modifikacija koje utjecu na regulaciju i razinu ekspresije samo jednog alela (Slika 19.).
Odredivanje ekspresije specifi¢nog alela provodi se bioinformatickim alatima koji detektiraju
neuravnotezenu ekspresiju kroz analizu podataka dobivenih mRNAseq-om. Preduvjet za
kvantifikaciju ekspresije pojedinog alela ovim pristupom je prisutnost barem SNP-a unutar
analiziranog gena, s obzirom na to da se na temelju alternativnih i referentnih nukleotida na
poziciji SNP-a moze odrediti alelno porijeklo oc€itanja. Odstupanja distribucije o€itanja od
o¢ekivane vrijednosti (1:1 tj. 50%) ukazuju na neuravnotezenu ekspresiju alela, a statisticka
znacajnost odstupanja odreduje se pomocu neparametarskih statistickih testova. Rezultati se u
konacnici vizualiziraju unutar Sireg raspona analiziranog gena, s ciljem detekcije sistemskih
greSaka koje mogu proiza¢i iz razliCitih koraka tijekom sekvenciranja NGS-metodama
(priprema biblioteka, poravnanje sekvenci, identifikacija polimorfizama itd.).
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Slika 19. Detekcija neuravnoteZene ekspresije alela. A) Epigenetske modifikacije i genetske varijante
regulatornih elemenata utjecu na distribuciju ocitanja. B) Besmislene mutacije dovode do degradacije

mutiranih transkripata i potpunog nedostatka ocitanja. Preuzeto i prilagodeno iz [151].

U sklopu ovog istrazivanja, odredena je ekspresija specificnog alela gena SAHH u
uzorcima fibroblasta 1. i 8. pacijenta i kontrolnih uzoraka pomocu programskog paketa
AllelicImbalance (izdanje 1.38) [152] u programu R (izdanje 3.8.0.). Distribucija referentnih i
alternativnih nukleotida, tj. oc€itanja, vizualizirana je na pozicijama mutacija p.W112*
(rs121918607), p.Y143C (rs121918608) i p.Y328D (rs748855369). Statisticka znacajnost

odstupanja od oc¢ekivane distribucije izracunata je testom hi-kvadrat.
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4. REZULTATI

4.1. Ekspresija transkripata i proteina SAHH u fibroblastima pacijenata

Na pocetku istrazivanja, analizirana je ekspresija gena SAHH u fibroblastima pacijenata na
razini transkripata i proteina. Na temelju prethodno poznatog genotipa, analizirani pacijenti
spadaju u skupinu, tzv. kombiniranih heterozigota (engl. compound heterozygote), odnosno
imaju dva razli¢ito mutirana alela SAHH. lako nisu rodbinski povezani, mutacija Y143C im je
zajednicka, dok je druga svojstvena pojedinom pacijentu. Besmislena mutacija W112*
karakteristi¢na je za prvog pacijenta, dok je pogreSna mutacija Y328D karakteristicna osmom

pacijentu.

4.1.1. Analiza ekspresije gena SAHH kvantitativnim PCR-om

Ekspresija gena SAHH odredena je iz uzoraka ukupne RNA kvantitativnim PCR-om uz
reverznu transkripciju u jednom koraku uz uporabu hidroliziraju¢ih proba. U svrhu
normalizacije podataka, dodatno je izmjerena i ekspresija kontrolnog gena ACTB za svaki
mjereni uzorak u triplikatu. Relativna ekspresija gena SAHH u fibroblastima pacijenata

odredena je u odnosu na kontrolne fibroblaste zdravih pojedinaca prikladne dobi i spola.
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Slika 20. Ekspresija gena SAHH na razini transkripata u fibroblastima pacijenata. Relativna ekspresija
gena SAHH izrazena je u odnosu na kontrolne uzorke zdravih pojedinaca (1,0). Ekspresija gena SAHH
normalizirana je u odnosu na ekspresiju endogene kontrole, gena ACTB. Statisticka analiza i graficki prikaz
napravljeni su u programu GraphPad Prism (izdanje 9.5.0). Standardne devijacije prikazane su vertikalnim
linijama na svakom stupcu. Zvjezdice (*¥**) oznacavaju vrijednost p < 0,001, oznaka ,,ns* oznacava

nedostatak statisticki znacajne razlike, n=3.
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Rezultati dobiveni metodom RT-qPCR pokazuju da se u stanicama 1. pacijenta
(fibroPacl.) nalazi dvostruko manja koli¢ina transkripata (43% =+ 5,5) u odnosu na kontrolni
uzorak, dok kod 8. pacijenta (fibroPac8.), nije utvrdena razlika u ekspresiji gena SAHH (Slika
20.). Iz rezultata je moguce zakljuciti da mutacije Y328D i Y143C nemaju znacajan utjecaj na
razine transkripata u stanici, za razliku od mutacije W112*, koja ih naruSava. Bitno je
napomenuti da odabranim eksprimentalnim pristupom nije mogucée nedvojbeno utvrditi da je
isklju¢ivo mutacija W112* uzrok utvrdenih promjena u ekspresiji. Naime, iako ¢injenice da
ova mutacija uvodi PTC i da u stanicama nedostaje tocno pola transkripata, snazno impliciraju
da dolazi do njihove posttranskripcije degradacije mehanizmom NMD, nemoguce je iskljuciti
doprinose ostalih stani¢nih regulatornih elemenata i procesa koji kontroliraju ukupnu aktivnost
odredenog gena i samu ucinkovitost transkripcijskog mehanizma (epigenetske modifikacije,
remodeliranje kromatina, transkripcijski faktori). Uz to, metodom RT-qPCR izmjerena je
ukupna koli¢ina transkripata prisutnih u stanici, stoga ovim eksperimentalnim pristupom nije
moguce kvantificirati ekspresiju specifi¢nog alela, tj. utvrditi koju to¢no mutaciju izmjereni

transkripti sadrZe, $to bi znacajno olakSalo interpretaciju dobivenih rezultata.

4.1.2. Analiza ekspresije proteina SAHH metodom western blot

Nakon analize ekspresije gena SAHH na razini transkripata, analizirana je ukupna koli¢ina
proteina SAHH metodom western blot. Nativni SAHH iz stani¢nih lizata fibroblasta pacijenata
1 zdravih kontrola detektiran je uporabom monoklonskog protutijela protu-SAHH (Tablica 4.).
Dodatno je u svakom uzorku kvantificirana ekspresija proteina gliceraldehid-3fosfata
dehidrogenaze (GAPDH) kao kontrolnog proteina u svrhu normalizacije ekspresijskih
vrijednosti. Zbog izuzetno ograni¢ene koliine stani¢nih lizata fibroblasta pacijenata, analiza

ekspresije proteina SAHH nije ponovljena vise puta.
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Slika 21. Ekspresija proteina SAHH u fibroblastima pacijenata s nedostatnom aktivnosti SAHH-a.
(A) Analiza ekspresije proteina SAHH i kontrolnog proteina GAPDH metodom western blot u stanicama
fibroblasta 1. pacijenata (fibroPacl.), 8. pacijenta (fibroPac8.) i zdravim kontrolnim fibroblastima
(fibroCTRL1 i fibroCTRLS). (B) Graficki prikaz relativne ekspresije SAHH-a u fibroblastima 1. pacijenta
(fibroPacl.) i fibroblastima 8. pacijenta (fibroPac8.) u odnosu na kontrolne uzorke napravljen je pomocu
programa GrapPad Prism (izdanje 9.5.0). Relativna ekspresija pojedinog uzorka stanica pacijenata odredena

je u odnosu na prikladan kontrolni uzorak (fibroCTRL1 i fibroCTRLS).

Rezultati analize metodom western blot ukazuju na znacajno nizu koli¢inu proteina
SAHH u stanicama oba pacijenta u odnosu na kontrolne uzorke (Slika 21. A). Kvantifikacijom
rezultata moze se utvrditi da fibroblasti 1. pacijenta (fibroPacl.) sadrze 41% kontrolnih
vrijednosti proteina SAHH, dok su razine proteina u stanicama 8. pacijenta (fibroPac8.) jo$
nize, svega 14% normalnih vrijednosti (Slika 21. B). U slucaju 1. pacijenta, podudarnost razina
transkripata (43% kontrolnih vrijednosti) i proteina SAHH (41% kontrolnih vrijednosti) je
oCekivana, s obzirom na to da je stopa sinteze proteina u stanici ograni¢ena raspolozivim
transkriptima. U slu€aju 8. pacijenta, izmjerena je znacajno smanjena razina proteina SAHH
ali ne i odgovarajucih transkripata, stoga je moguce pretpostaviti da mutacija Y328D negativno

utjece na ekspresiju SAHH na posttranslacijskoj razini.
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Zakljucno, analize ekspresije SAHH u klini¢kim uzorcima pacijenata pokazale su
znaCajno smanjenu ekspresiju gena SAHH koja predstavlja temeljnu molekularnu
karakteristiku nedostatne aktivnosti SAHH-a u oba promatrana slucaja. Kod 1. pacijenta,
poremecaji u genskoj ekspresiji nastupaju ve¢ na transkripcijskoj ili posttranskripcijskoj razini,
rezultiraju¢i duplo manjom koli¢inom mRNA gena SAHH u stanicama. Kod 8. pacijenta,
poremecaji nastupaju pri viSim razinama genske ekspresije, translacijskim ili
posttranslacijskim razinama, zbog uocenog nedostatka proteina SAHH bez promjena u koli¢ini
transkripata. Daljim analizama pojedinacnih mutiranih proteina SAHH u stani¢nim modelima
i ekspresijskim sustavima in vitro, odrediti ¢e se koje to¢no mutacije negativno utjeCu na
ekspresiju gena SAHH kod pacijenta, na kojim razinama genske ekspresije dolazi do njihove

(negativne) regulacije te koji su mehanizmi odgovorni za opazene fenomene.

4.2. Ekspresija rekombinantnih proteina SAHH in vitro

Karakterizacija pojedina¢nih utjecaja mutacija W112*, Y143C 1 Y328D provedena je analizom
ekspresije rekombinantnih gena SAHH u uvjetima in vitro. Uporabom izvanstani¢nih
ekspresijskih sustava moguce je ispitati utjecaj mutacija na ucinkovitost temeljnih
ekspresijskih mehanizama, transkripcije i translacije, zanemaruju¢i utjecaj regulatornih i
kontrolnih mehanizama koji djeluju u realnom stanicnom okruzenju. Primarni cilj ove analize
bio je ispitati uzrokuju li neke od mutacija zastoj translacijske masinerije tijekom sinteze
rekombinantnih proteina, S$to bi ukazivalo na poteSkoce u procesiranju mutiranih transkripata i
potencijalnu aktivaciju degradacijskih mehanizama zbog zastoja ribosoma. Odabrani
ekspresijski sustav in vitro temelji se na uporabi stani¢nog lizata humanih stanica HeLa, koji
osigurava kompletnu eukariotsku transkripcijsku i translacijsku masineriju potrebnu za sintezu

proteina izvan stanice.

4.2.1. Priprema rekombinantnih vektora za transkripciju i translaciju in vitro

Prije sinteze mutiranih proteina in vitro, pripremljeni su rekombinantni plazmidni pT7CFE1-
NFtag s mutiranim sljedovima ¢cDNA SAHH-a koji sluze kao DNA-kalup za ekspresiju
rekombinantnih proteina. Odabrana plazmidna okosnica omogucuje sintezu proteina koji
sadrze dodatni peptidni biljeg FLAG na N-kraju proteina. Uporaba visoko specificnog
protutijela protu-FLAG pri analizi rezultata western blot-om, osigurava detekciju i
kvantifikaciju samo rekombinantnih proteina SAHH iz reakcijske smjese, zanemaruju¢i SAHH

divljeg tipa koji potjece iz stanica HeLa.
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Priprema rekombinantnih vektora provedena je u dva osnovna koraka. Prvi korak
obuhvacao je kloniranje kodirajuceg slijeda proteina SAHH divljeg tipa (WT) u plazmidnu
okosnicu pT7CFE1-NFtag, nakon ¢ega je rekombinantni vektor pT7CFE1-NFtag-SAHH-WT
koriSten kao kalup za uvodenje mutacija W112*, Y143C i Y328D. Priprema plazmida
ukljucivala je razli¢ite metode manipulacije molekula DNA i analize rezultata (poglavlje 3.2.1.
i 3.2.2.), primarno agaroznom gel elektroforezom i odredivanjem nukleotidnih sljedova
Sangerovom metodom. Ukratko, cDNA proteina SAHH umnozena je PCR-om nakon cega je
produkt odgovarajucée velic¢ine od priblizno 1296 parova baza (Slika 22. A) tretiran prikladnim
restrikcijskim enzimima, ligiran s plazmidnom okosnicom i transformiran u bakterije.
Izoliranom rekombinantnom plazmidu odreden je nukleotidni slijed Sangerovim
sekvenciranjem u svrhu potvrde ispravnog okvira ¢itanja start-kodona, biljega FLAG i cDNA
proteina SAHH divljeg tipa. Ciljana mutageneza provedena je umnaZanjem cjelokupnog
plazmida uz prikladne pocetnice koje uvode Zeljene nukleotidne izmjene. Produkti reakcije
PCR-a veli¢ine 5 kb, koji odgovaraju veli€ini cjelokupnog plazmida (Slika 22. B), razgradeni
su enzimom Dpnl i transformirani u bakterije. Sangerovim sekvenciranjem potvrdeno je

uvodenje Zeljenih mutacija u kodirajuce sljedove SAHH (Slika 22. C).
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Slika 22. Priprema rekombinantnih vektora pT7CFE1-NFtag-SAHH za ekspresiju rekombinantnih
proteina SAHH in vitro. (A) Produkt PCR-reakcije umnazanja kodirajuéeg slijeda proteina SAHH divljeg
tipa (WT). (B) Produkti PCR-reakcija umnazanja plazmida pT7CFE1-NFtag-SAHH-WT u svrhu uvodenja
mutacija (ciljana mutageneza). (C) Elektroferogrami dobiveni Sangerovom metodom odredivanja
nukleotidnih sljedova mutiranih plazmida (ispod) poravnati sa slijedom pocetnog plazmida (iznad) pomocu
programa SnapGene (izdanje 6.0). Crvenom ku¢icom oznaceni su izmijenjeni nukleotidi za svaku uvedenu
mutaciju. Oznake: M= Marker Quick-Load 1kb Plus DNA Ladder, NTC= reakcija negativne kontrola (PCR-
smjesa bez kalupa DNA).

4.2.2. Analiza ekspresije rekombinantnih proteina SAHH in vitro

Nakon pripreme plazmidnih kalupa DNA, provedena je sinteza rekombinantnih proteina
SAHH u jednom koraku in vitro. Konaéni produkti reakcija analizirani su western blotom uz
uporabu protutijela protu-FLAG za specifi¢nu kvantifikaciju samo rekombinantnih proteina
SAHH iz reakcijskih smjesa. Relativna ekspresija mutiranih proteina odredena je u odnosu na
ekspresiju SAHH divljeg tipa. Normalizacija ekspresije provedena je na temelju signala

ukupnih proteina obojanih nakon transfera na membranu.
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Slika 23. Ekspresija rekombinantnih proteina SAHH in vitro. (A) Analiza produkata reakcija
transkripcije i translacije in vitro metodom western blot uz koriStenje protutijela protu-FLAG (iznad) i
ukupni proteini reakcijskih smjesa obiljezeni bojom Amido crno nakon transfera proteina na membranu
(ispod). (B) Graficki prikaz relativne ekspresije rekombinantnih proteina SAHH s mutacijama (W112%,
Y143CiY328D) u odnosu na SAHH divljeg tipa (WT). Podaci su normalizirani na temelju signala obojanih
ukupnih proteina (Amido crno). Graficki prikaz napravljen je u programu GraphPad Prism (izdanje 9.5.0).

Oznake rep 1. i rep 2. oznacavaju rezultate dva neovisno sprovedena eksperimenta.

Rezultati analize western blotom pokazuju uspje$nu sintezu svih rekombinantnih
proteina SAHH in vitro (Slika 23. A). Ocekivani proteinski produkti identificirani su pri
veli¢inama od 47 kDa u reakcijama sinteze SAHH divljeg tipa (SAHH-WT) i mutanata s
izmijenjenim aminokiselinama (SAHH-Y328D, SAHH-Y 143C). Ekspresija rekombinantnog
gena SAHH s PTC-om ocekivano rezultira sintezom znatno kraceg proteina molekulske mase
izmedu 15 1 10 kDa. Kvantifikacijom rezultata nije utvrdena znacajna razlika u efikasnosti
sinteze mutiranih proteina SAHH in vitro (Slika 23. B). Priblizno jednaki prinosi mutiranih
proteina i proteina divljeg tipa pokazuju da istraZivane mutacije ne narusavaju procesiranje

mutiranih genskih produkata tijekom njihove transkripcije i translacije in vitro. Cak i u slu¢aju
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mutanta s PTC-om (SAHH-W112%*), proteinski produkt prisutan je u jednakoj koli¢ini kao 1
ostali proteini, iako je znatno manje veli¢ine. Ovi rezultati ukazuju da u se u stanicama
pacijenata ekspresija gena SAHH dodatno regulira posttranskripcijskim i posttranslacijskim

mehanizmima kontrole kvalitete genske ekspresije.

4.3. Stanicni modeli sa stabilnom ekspresijom proteina EGFP-SAHH

Za daljnju karakterizaciju istrazivanih mutacija i ispitivanje njihovog utjecaja na ekspresiju
gena SAHH obuhvacajui Siri, stanicni kontekst, konstruirani su modelni sustavi stani¢nih linija
Hek293, HepG2 i SW480 koji stabilno eksprimiraju mutirane proteine EGFP-SAHH. Stani¢ni
modeli omogucuju istrazivanja cjelokupne dinamike genske ekspresije koja osim transkripcije
i translacije ukljucuje i mnogobrojne regulatorne mehanizme. Uspostava i validacija stani¢nih
modela koji uz endogeni, dodatno eksprimiraju i rekombinantni protein SAHH koji sadrzi
fuzionirani zeleni fluorescentni protein (EGFP), provedena je kako bi se potvrdila prethodna
opazanja da je ekspresija odredenih mutiranih gena SAHH dodatno regulirana na
posttranskripcijskim 1 posttranslacijskim razinama. Analizom ekspresije pojedina¢nog
rekombinantnog proteina SAHH u zasebnom stani¢nom modelu, pokusalo se razluciti to¢no
koja mutacija, u kojoj mjeri te na kojoj razini genske ekspresije doprinosi smanjenju ukupne

koli¢ine proteina SAHH u stanicama pacijenata.

4.3.1. Proizvodnja lentivirusa i transdukcija stanica

Stani¢ni modeli pripremljeni su unosom cDNA proteina SAHH u eukariotske stanice pomocu
lentivirusa. Unos stranog genetickog materijala lentivirusima odabran je zbog izuzetno
ucinkovitog pakiranja, prijenosa i integracije rekombinantnih gena u stanice domacina.
Lentivirusi stoga omogucuju jednostavnu geneticku manipulaciju razli¢itih stani¢nih linija
istovremeno 1 njihov brzi probir u svrhu generiranja stanica sa stabilnom ekspresijom
rekombinantnih mutiranih proteina EGFP-SAHH.

Funkcionalni lentivirusi generirani su kotransfekcijom tri razlicita plazmidna vektora u
pakirajucu stani¢nu liniju 293T. Prije pocetka rada sa stanicama, prethodno pripremljeni cDNA
sljedovi SAHH divljeg tipa i mutanata, klonirani su u prijenosni lentivirusni vektor pLJM-
EGFP. Odabrani lentivirusni vektor omogucuje pakiranje slijeda cDNA u lentiviruse koji ga
potom prenose 1 ugraduju u genom ciljne stanice. Uz to, koriSteni vektor omogucuje fuziju
proteina od interesa s proteinom EGFP na svom N-kraju, kako bi se njegova ekspresija u

stanicama mogla dodatno analizirati fluorescentnom mikroskopijom. Nakon kotransfekcije
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pripremljenih prijenosnih (pLIM-EGFP-SAHH-WT/W112*/Y143C/Y328D) i pomo¢nih
plazmida (psPAX2 i p.MD2G) u pakirajuce stanice 293T, generirani lentivirusi kvantificirani
su odredivanjem MOI-a nakon tretmana 0,2 x 10° stanica Hek293 zadanim volumenima svakog
lentivirusnog supernatanta (0-100 pL) (Slika 24.). Testom MTT odredeno je prezivljenje
stanica nakon njihove infekcije i selekcije koje odgovara postotku uspjesno inficiranih stanica.
Iz dobivenih rezultata odreden je volumen svakog lentivirusnog supernatanta potreban da
maksimalno 30 % ciljnih stanica (MOI= 0,3) uspje$no ugradi strani geneticki materijal. Za
infekciju stanica Hek293, HepG2 1 SW480, iskoriSteno je 150 pL lentivirusog supernatanta s
obzirom na to da je inficirano duplo visSe stanica (0,4 x 10°) u odnosu na broj stanica koristen
pri odredivanju MOI-a (0,2 x 10°). SuviSak stanica (omjer virusi:stanice= 1:3) osigurao je
interakciju jedne stanice s maksimalno jednim virusom, odnosno znacajno je smanjio
vjerojatnost visestruke ugradnje rekombinantnog gena u isti genom. Ekspresija vise od jedne
kopije transgena po stanici utjece na homogenost konacne populacije stanica i nije pozeljna za

daljnju analizu ekspresije istrazivanih rekombinantnih proteina SAHH u stani¢nim modelima.
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Slika 24. Udio uspjesSno inficiranih stanica Hek293 u odnosu na volumen lentivirusnog supernatanta.
Testom MTT odreden je postotak prezivljenja od ukupno 0,2 x 10° stanica Hek293 nakon njihove infekcije
i selekcije lentivirusima koji prenose razli¢ite rekombinantne gene za fuzijske proteine SAHH; EGFP-
SAHH-WT (zeleno), EGFP-SAHH-W112* (plavo), EGFP-SAHH-Y328D (crveno), EGFP-SAHH-Y 143C
(zuto). Crvenom isprekidanom horizontalnom linijom oznac¢ena je gornja granica prezivljenja koja odgovara

zeljenom MOI-u od 0,3.
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4.3.2. Analiza stani¢nih modela koji eksprimiraju proteine EGFP-SAHH

Pripremljenim stani¢nim modelima analizirana je ekspresija rekombinantnih gena SAHH na
razini proteina i transkripata. Bitno je napomenuti da su pri konstrukciji stani¢énih modela, u
lentivirusni plazmid pLJM-EGFP klonirani samo razli¢ito mutirani sljedovi cDNA gena
SAHH, bez introna, koji se nalaze pod kontrolom iste promotorske sekvence (promotor CMV).
Ovim eksperimentalnim pristupom, potencijalne promjene u stani¢noj ekspresiji mogu se
nedvojbeno pripisati iskljuivo utjecaju tockastih mutacija kao jedine razlike izmedu
analiziranih rekombinantnih gena SAHH.

Kvalitativna  analiza  ekspresije = rekombinantnih  proteina =~ EGFP-SAHH-
WT/W112*/Y143C/Y328D u razli¢itim stanicnim linijama (Hek293, HepG2 i SW480)
provedena je fluorescentnom konfokalnom mikroskopijom. Dodatno su analizirane i stanice
svake linije koje nisu bile tretirane virusima (NT), kao uzorak negativne kontrole. Stani¢ni
preparati snimljeni su uz pobudu zelenog fluorescentnog proteina (EGFP) koji potjece od
rekombinantnog proteina EGFP-SAHH te plavog signala (DAPI) koji potje¢e od naknadno
obojanih jezgara stanica. Analiza stanica konfokalnom mikroskopijom pokazuje jasnu razlika
u intenzitetu zelenog fluorescentnog signala izmedu stanica koje eksprimiraju mutirane
proteine EGFP-SAHH-W112* i EGFP-SAHH-Y328D u odnosu na divlji tip proteina (WT),
dok ekspresija mutiranog proteina EGFP-SAHH-Y 143C izgleda jednaka onomu divljeg tipa
(Slika 25.). Zeleni signal skracenog proteina EGFP-SAHH-W112* potpuno je odsutan u
stanicama te one nalikuju kontrolnim netretiranim stanicama (NT). Signal proteina EGFP-
SAHH-Y328D, iako prisutan u odredenoj mjeri, znacajno je nizi od intenziteta proteina EGFP
koji je fuzioniran na SAHH divljeg tipa i SAHH s mutacijom Y143C. Ovi rezultati jasno
pokazuju da mutacija Y328D ima znacajno negativan utjecaj na ekspresiju proteina SAHH u
eukariotskim stanicama, dok mutacija W112* uzrokuje kompletan nedostatak odgovarajuceg
mutiranog proteina. S druge strane, mutacija Y143C ne uzrokuje promjene u stani¢noj
ekspresiji rekombinantnog proteina SAHH. Takoder, utvrdene ekspresijske promjene vidljive
su u svakoj analiziranoj stani¢noj liniji (Hek293, HepG2, SW480), sto ukazuje na to da stani¢na

regulacija ovih mutanata nije tkivno specifi¢na.
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Slika 25. Ekspresija rekombinantnih proteina EGFP-SAHH u stani¢nim linijama Hek293, HepG2 i
SW480 analizirana konfokalnom mikroskopijom. Zeleni signal (EGFP) potjece od fuzijskih proteina
EGFP-SAHH divljeg tipa (WT) i mutanata (W112*, Y143C, Y328D) koji se stabilno eksprimiraju u
razli¢itim stani¢nim linijama (Hek293, HepG2, SW480). Plavi signal (DAPI) potjece od obojanih stani¢nih

jezgri. Za svaki preparat, minimalno 15 stanica snimljeno je odjednom u jednom vidnom polju. Oznaka (NT)

oznacava netretirane stanice koje ne eksprimiraju rekombinantne proteine SAHH.
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Kako bi se kvantificirale razlike u ekspresiji rekombinantnih mutiranih proteina SAHH,
provedena je analiza lizata stani¢nih modela (Hek293, HepG2 i SW480) western blotom uz
uporabu protutijela protu-SAHH 1 protu-GAPDH za normalizaciju signala. S obzirom na
prisutnost dva oblika proteina SAHH, koji se razlikuju na temelju molekulskih masa, uporaba
protutijela protu-SAHH omogucila je selektivnu kvantifikaciju ekspresije endogenog SAHH
divljeg tipa pri 47 kDa i rekombinantnog fuzijskog proteina (EGFP-SAHH) pri 70 kDa.
Kvantifikacijom i usporedbom signala pri ve¢im molekulskim masama za svaku stani¢nu
liniju, odredena je relativna ekspresija rekombinantnih proteina EGFP-SAHH-Y328D i EGFP-
SAHH-Y 143C u odnosu na divlji tip proteina EGFP-SAHH-WT.

Dobiveni rezultati potvrduju znatno nizu ekspresiju rekombinantnog proteina SAHH-
Y328D za ¢ak 86-92% u odnosu na divlji tip (WT), ovisno o promatranoj stani¢noj liniji, dok
ekspresija mutanta SAHH-Y 143C nije znacajno promijenjena (Slika 26.). Proteinska vrpca
skracenog proteina EGFP-SAHH-W112* nije identificirana niti u jednoj stani¢noj linija, $to je
1 o¢ekivano s obzirom na to da zeleni signal EGFP-a nije detektiran pri analizi ovog mutanta
konfokalnom mikroskopijom. Razine endogenog SAHH-a divljeg tipa (endoSAHH) jednake
su u svim pripremljenim stani¢nim modelima unutar iste stani¢ne linije, ukazuju¢i na to da
ekspresija rekombinantnih mutiranih proteina ne remeti normalnu ekspresiju nativnog SAHH-
a koji potjece iz izvornih stanica.

Zakljucno, na temelju analiza ekspresije rekombinantnih proteina SAHH u stani¢nim
modelima konfokalnom mikroskopijom i metodom western blot, potvrden je negativan utjecaj
mutacija W112* 1 Y328D na ekspresiju rekombinantnih proteina SAHH u eukariotskim
stanicama. Potpuni nedostatak mutanta EGFP-SAHH-W112* i izrazito niska ekspresija
mutanta EGFP-SAHH-Y328D, u skladu je s pretpostavkom da su upravo ove dvije mutacije
odgovorne za smanjenu ekspresiju gena SAHH kod istrazivanih pacijenata te da mutacija

Y 143C ne doprinosi opazenom smanjenju ukupne koli¢ine proteina SAHH kod pacijenata.
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Slika 26. Ekspresija mutiranih proteina SAHH u stani¢nim linijama Hek293, HepG2 i SW480

analizirana metodom western blot. (A) Eksponirane membrane nakon detekcije endogenog (endoSAHH)

i rekombinantnog proteina SAHH (EGFP-SAHH) koristenjem protutijela protu-SAHH. Ekspresija endogene

kontrole (GAPDH) detektirana je protutijelom protu-GAPDH. (B) Graficki prikaz relativne ekspresije

endogenog SAHH (endoSAHH) i rekombinantnih proteina SAHH (EGFP-SAHH) s mutacijama W112%*,

Y143C i Y328D u odnosu na rekombinantni protein divljeg tipa (WT). Ekspresijske vrijednosti SAHH-a

normalizirane su na temelju ekspresije GAPDH-a za svaki analizirani uzorak. Statisticka analiza i graficki

prikaz napravljeni su u programu GraphPad Prism (izdanje 9.5.0). Standardne devijacije prikazane su

vertikalnim linijama na svakom stupcu, n=3.
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Nakon analize ekspresije na proteinskoj razini, provjerena je ekspresija gena SAHH na
razini transkripata kako bi se utvrdilo jesu li smanjene razine proteina EGFP-SAHH-W112* i
EGFP-SAHH-Y328D rezultat nedostatka transkripata u stanicama ili su posljedica
posttranslacijske regulacije genske ekspresije. Metodom RT-qPCR uz upotrebu
hidrolizirajucih proba analizirana je ukupna ekspresija gena SAHH u strani¢nim modelima koja
obuhvaca rekombinantne i endogene transkripte. Dodatno su analizirane i netretirane stanice
(NT) koje eksprimiraju samo endogene transkripte, kako bi se utvrdio njihov doprinos
izmjerenoj ukupnoj ekspresiji SAHH-a u stani¢nim modelima. S obzirom na to da su stanicni
modeli pripremljeni iz iste ishodiSne populacije stanica Hek293, HepG2 odnosno SW480,
pretpostavlja se da je razina ekspresije endogenog SAHH-a jednaka u svim analiziranim
stanicama iste linije. Za normalizaciju ekspresijskih podataka, svakom analiziranom uzorku
odredena je ekspresija kontrolnog gena ACTB.

Rezultati analize pokazuju da, neovisno o stani¢noj liniji, ne postoji statisticki znacajna
razlika u koli€ini transkripata s mutacijama Y328D i Y 143C u odnosu na divlji tip (WT) (Slika
27). S druge strane, razine transkripata s mutacijom W112* smanjene su za otprilike 50 % u
odnosu na divlji tip (WT), no jos uvijek su znacajno vise od razina endogenog SAHH-a u
netretiranim stanicama (NT), $to ukazuje na to da ne dolazi do potpunog uklanjanja ovih
transkripata u pripremljenim stani¢nim modelima. Unato¢ tome, razine transkripata s
mutacijom W112* znacajno su smanjene u svim analiziranim stanicama, stoga je moguce
zakljuciti da su ovi transkripti dodatno regulirani posttranskripcijski. S druge strane, unato¢
izuzetno niskoj ekspresiji proteina s mutacijom Y328D, koli¢ine odgovarajucih transkripata
nisu znacajno smanjene u odnosu na divlji tip. Uzimajuéi u obzir sve dosadasnje analize
ekspresije gena SAHH s mutacijom Y328D, moguce je zakljuciti da je ekspresija ovog mutanta

stani¢no regulirana na posttranslacijskoj razini genske ekspresije.
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Slika 27. Ekspresija rekombinantnih gena SAHH u stani¢nim linijjama Hek293, HepG2 i SW480
analizirana metodom RT-qPCR. Relativna ekspresija gena SAHH s mutacijama W112*, Y143C, Y328D
u odnosu na ekspresiju divljeg tipa (WT) (1,0). Podaci su normalizirani u odnosu na ekspresiju gena ACTB.
Statisti¢ka analiza i graficki prikaz napravljeni su u programu GraphPad Prism (izdanje 9.5.0). Oznaka , NT*
predstavlja ekspresiju endogenog SAHH-a iz netretiranih stanica. Standardne devijacije prikazane su

vertikalnim linijama na svakom stupcu. Zvjezdice (**) oznacavaju vrijednost p < 0,01, n=3.

4.4. Analiza transkriptomskih podataka (mRNAseq)

Kako bi se razjasnili stani¢ni mehanizmi koji reguliraju ekspresiju mutanata W112* 1 Y328D
te dovode do drasti¢nog smanjenja proteina SAHH u eukariotskim stanicama, sekvencirani su
transkriptomi klinickih uzoraka pacijenata i stanicnih modela. Transkriptomski podaci
fibroblasta iskoriSteni su za kvantifikaciju ekspresije pojedinog alela SAHH kako bi se
potvrdila pretpostavljena selektivna degradacija samo transkripata s mutacijom W112* u
slucaju prvog pacijenta. S druge strane, profiliranjem globalne transkripcijske aktivnosti
stanicnog modela HepG2, ispitana je aktivacija specificnih gena i/ili stani¢nih puteva koji
sudjeluju u posttranslacijskom uklanjanju proteina SAHH-Y328D, specificnog za osmog
pacijenta. Stani¢ni modeli HepG2 izvedeni su iz stanica jetrenog porijekla, stoga su odabrani
kao najprikladniji model za analizu transkriptoma, s obzirom na to da je jetra organ u kojemu
se odvija veéina transmetilacijskih reakcija koje su regulirane pomocu enzima SAHH. Takoder,
uzimajuci u obzir klinicki kontekst, disfunkcija jetre predstavlja jedan od karakteristicnih
klinickih simptoma nedostatne aktivnosti SAHH-a, naglasavajuéi klju¢nu ulogu njegove

pravile aktivnosti i regulacije u hepatocitima odnosno jetrenim stanicama.
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4.4.1. Kontrola kvalitete sekvenciranja transkriptoma

Kako bi se osigurala pouzdanost podataka dobivenih mRNAseq-om, prije njihove bioloske
interpretacije provjeren je cjelokupni postupak sekvenciranja transkriptoma NGS-metodom.
Kontrola kvalitete provedena je analizom rezultata osnovnih koraka koji ukljucuju izolaciju
ukupne RNA, pripremu biblioteka cDNA, reakciju sekvenciranja te osnovnu bioinformaticku
obrada podataka. Fibroblasti pacijenata i zdravih kontrola sekvencirani su u triplikatu, a
stani¢ni modeli HepG2 u duplikatu. Ukupno je sekvencirano 16 uzoraka, §to predstavlja
maksimalni kapacitet platforme Illumina NextSeq 550.

Analiza integriteta izoliranih molekula RNA prvi je kontrolni korak koji osigurava
uspjesnu pripremu biblioteka cDNA. Intaktnost, odnosno stupanj degradacije svakog uzorka,
odreden je pomocu uredaja Bioanalyzer 2100, a izrazen je pomoc¢u RIN-vrijednosti. Rezultati
kontrole kvalitete pocetnog materijala pokazuju nisku razinu degradacije RNA za vecinu
uzoraka (RIN 7-10), osim u slu¢aju fibroblasta 1. pacijenta (1. replika- RIN= 3,6 i 3. replika-
RIN= 5,6) (Tablica 10.). Unato¢ viSoj razini degradacije od preporucene (RIN < 7),
najvjerojatnije zbog dugogodiSnjeg skladiStenja stanica, ovi uzorci RNA ipak su iskoristeni za

pripremu biblioteka zbog vrlo ograni¢ene koli¢ine klinickog materijala pacijenta.

Tablica 10. SaZetak rezultata kontrole kvalitete sekvenciranja transkriptoma NGS-metodom.

RIN- Ukupna Udio baza Poravnata | Ocitanja poravnata

Urorak vrijednost | ocitanja (N) | sa Q30 (%) | ocitanja (%) | na transkripte (%)
fibroPacl.- nl 3,6 76,4 x 10° 95,6 95,2 78,4
fibroPacl.- n2 7.3 59,0 x 10° 96,7 97,2 80,2
fibroPacl.- n3 5,6 77,9 x 10° 95,5 95,4 79,5
fibroCTRLI -nl 8,2 58,7 x 10° 94,8 97,7 79,4
fibroCTRL1 -n2 8,6 78,7 x 10° 95,3 98,2 80,5
fibroCTRL1 -n3 7,7 59,2 x 10° 95,6 98,2 80,6
fibroPac8.- nl 9,4 52,9 x 10° 86,8 97,3 89,4
fibroPac8.- n2 9,7 50,5 x 10° 81,5 97,9 89,6
fibroPac8.- n3 9,1 42,4 x 10° 88,0 98,3 89,1
fibroCTRLS -nl 9,7 42,6 x 10° 87,3 96,9 88,9
fibroCTRLS8 -n2 9,1 37,3 x 10° 88,2 90,0 83,0
fibroCTRLS8 -n3 9,3 49,6 x 10° 88,8 97,6 89,6
HepG2_WT-nl 10 32,7 x 10° 95,7 99,3 91,7
HepG2_WT-n2 9,6 33,9 x 10° 95,6 99,1 91,6
HepG2_Y328D-nl 9,6 35,1 x 10° 95,5 94,5 88,5
HepG2_Y328D- n2 9,9 30,8 x 10° 95,7 99,0 91,0
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Nakon provjere pocetnog materijala, uslijedila je priprema biblioteka cDNA koje su
prikladne za sekvenciranje na platformama Illumina. Cjelokupni postupak sastoji se od niza
enzimatskih reakcija i koraka proci§¢avanja koji u konacnici rezultiraju skupom fragmenata
DNA koji su komplementarni poc¢etnim molekulama mRNA. Analiza kvalitete biblioteka
provedena je koriStenjem uredaja Bioanalyzer 2100 u svrhu provjere distribucije veliCina
kona¢nih fragmenata cDNA 1 njihove Cisto¢e. Rezultati analize pokazuju ocekivanu
distribuciju fragmenata DNA, izmedu 200-1000 parova baza, no identificirani su i dodatni
pikovi pri 87, 100 i 139 parova baza, koji predstavljaju nezeljene necistoce (dimeri pocetnica i
adaptera) (Slika 28. A). Kako bi se uklonile necistoce, biblioteke su dodatno prociséene u svrhu
optimizacije reakcije sekvenciranja i povecanja njezinog prinosa, a ponovljena analiza kvalitete
biblioteka pokazala je uspjesno uklanjanje necistoca bez utjecaja na distribuciju i koli¢inu

fragmenata koji pripadaju bibliotekama cDNA (Slika 28 B).
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Slika 28. Primjer rezultata kontrole kvalitete biblioteka ¢cDNA Bioanalyzer-om. Graficki prikaz
ovisnosti intenziteta fluorescencije- FU (y-o0s) u odnosu na veli¢ine fragmenata DNA- bp (x-0s). Pikovi pri
35 parova baza (zeleno) i 10380 parova baza (ljubicasto) predstavljaju donji i gornji unutarnji standard
(marker). Vrpca izmedu 200-1000 parova baza (plave linije) predstavlja fragmente biblioteke. (A) Biblioteka

c¢DNA nakon jednog procis¢avanja. (B) Biblioteka cDNA nakon dvostrukog proc¢iséavanja.
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Pripremljene biblioteke cDNA sekvencirane su na platformi Illumina NextSeq 550 pri
¢emu je ukupni prinos sekvenciranja iznosio 856,7 x 10° o¢itanja (sekvenci) prosje¢ne duljine
76 parova baza. Njihova automatizirana preraspodjela rezultirala je izmedu 31-79 milijuna
oCitanja po uzorku (Tablica 10.), §to je zadovoljavajuci broj za analizu diferencijalne ekspresije
gena 1 kvantifikaciju ekspresije pojedinog alela. Kvaliteta ocitanja provjerena je analizom
njihovih kumulativnih Phred-vrijednosti koriStenjem bioinformatickog alata FastQC. Phred-
vrijednost je standardna mjera kvalitete podataka dobivenih NGS-om koja oznacava
vjerojatnost da je pojedina baza ispravno ocitana. NajceS¢e se koristi Phred-vrijednost 30
(Q30), koja oznacava 99,9 %-tnu vjerojatnost da je baza to¢no odredena. Dobiveni rezultati
pokazuju da, ovisno o promatranom uzorku, izmedu 82-97 % ocitanih baza ima Phred-
vrijednost Q30 (Tablica 10.), odnosno da su dobivena o¢itanja visoko pouzdana i zadovoljavaju
kriterije za daljnje (sekundarne) bioinformaticke analize.

Kako bi se utvrdilo kojim transkriptima odnosno genima generirana o€itanja pripadaju,
provedeno je njihovo poravnanje na referentni ljudski genom GRCh38 pomocu
bioinformatickog alata Kallisto. Rezultati i statistika poravnanja analizirani su alatima
featureCounts i MultiQC. Glavni parametar pomocu kojeg je procijenjena kvaliteta poravnanja
bio je udio o€itanja koji su uspjesno poravnati na referentni genom (Tablica 10.). Iz dobivenih
rezultata vidljivo je da je viSe od 90 % ukupnih oc€itanja svih uzoraka uspje$no poravnato na
ljudski genom GRCh38. Uz to, od ukupnog broja poravnatih ocitanja, izmedu 78% 1 92 %
mapirano je na kodirajuée regije gena, ovisno o promatranom uzorku, stoga je moguce
zakljuc¢iti da dobiveni podaci vecinom pripadaju sljedovima molekula mRNA. Nakon
uspjeSnog poravnanja, alatom Kallisto kvantificirana su ocitanja na razini pojedinih gena
odnosno transkripata, a rezultiraju¢a matrica sluzi kao osnova za daljnju analizu diferencijalne
ekspresije gena izmedu uzoraka.

Zakljucno, svi klju¢ni parametri kontrole kvalitete sekvenciranja NGS-metodom nalaze
se unutar o¢ekivanog raspona vrijednosti, ukazujuéi na visoku pouzdanost podataka te uspjesno

sekvenciranje stani¢nih transkriptoma.
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4.4.2. Analiza diferencijalno eksprimiranih gena

U cilju identifikacije gena povezanih s niskom ekspresijom mutiranog proteina SAHH-Y328D
1 razjaSnjavanja molekularnih mehanizama odgovornih za nedostatak ovog proteina u
stanicama, provedena je analiza diferencijalne ekspresije izmedu stani¢nih modela HepG2 s
ekspresijom proteina SAHH-Y328D i divljeg tipa proteina (SAHH-WT). Takoder je
analizirana diferencijalna ekspresija izmedu fibroblasta pacijenata i pripadajucih zdravih
kontrola. Geni s promijenjenom ekspresijom odredeni su pomocu alata DESeq2, a ukoliko je
njihova prilagodena p-vrijednost (padj) iznosila manje od 0,05, okarakterizirani su kao
statisti¢ki znacajni, neovisno o vrijednosti same promjene (log2FC).

Rezultati diferencijalne ekspresije u stanicnim modelima HepG2 pokazuju da
sveukupno 58 gena ima promijenjenu ekspresiju u stanicama koje eksprimiraju protein SAHH-
Y328D u odnosu na stanice s divljim tipom proteina (SAHH-WT). Od ukupnog broja, 48 gena
kodira za proteine (Tablica 11.), dok ostatak ve¢inom pripada genima koji kodiraju za duge
nekodirajuée RNA (IncRNA). Za 35 gena, vrijednost log2FC je pozitivna, Sto oznaCava
povecanu ekspresiju u stanicama koje eksprimiraju mutirani protein SAHH-Y328D, dok 13
gena ima negativahu odnosno smanjenu ekspresiju. Dvostruko veci broj gena s pozitivhom
promjenom ukazuje na aktivaciju dodatnih regulatornih mehanizama uslijed ekspresije

mutiranog proteina SAHH-Y328D, u odnosu na divlji tip.

Tablica 11. Popis diferencijalno eksprimiranih gena izmedu stani¢nih modela HepG2 (SAHH WT u
odnosu na SAHH Y328D) koji kodiraju za proteine. Geni su poredani na temelju vrijednosti izracunatih
promjena (logoFC), pocevsi od najvece. Crveno su obiljezeni geni s povecanom ekspresijom, a plavom sa

smanjenom ekspresijom. Genima bez sluzbenog simbola navedeni su identifikatori iz baze Ensembl (ID).

Broj Gen/Ensembl ID | Log,FC padj Broj | Gen/Ensembl ID | Log,FC padj
1. ENSG00000268083 6,79 1,21 x 102 | 25. UBNI 0,95 4,40 x 102
2. ENSG00000254692 5,99 4,88 x 102 26. PABPC4 0,94 1,65 x 102
3. FLRT2 4,71 2,32 x 102 27. TCOF1 0,90 6,78 x 1073
4, ENSG00000257524 | 3.84 | 3,88x10° | 28. RPL35 0,88 |525x103
5. EIF3CL 2,67 3,50 x 106 29 YAF2 0,86 4,40 x 102
6. SLC4A7 1,68 1,92 x 10 30. SEC62 0,86 1,66 x 102
7. ZBTB20 1,39 6,37 x 1073 31. NUP85 0,85 2,86 x 1072
8. AAK1 1,38 5,50 x 1073 32. SRRM2 0,76 4,74 x 10
9. BAZ2A 1,36 6,37 x 10* 33. PPIG 0,75 2,92 x 102
10. BBX 1,35 4,08 x 1073 34. ARPCI1A 0,69 3,80 x 102
11. TRIM33 1,24 4,14 x 1073 35. RPS28 0,68 1,67 x 102
12. PPPIRI2A 1,23 5,50 x 1073 36. FMC1 -9,86 7,99 x 107
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13 AKAPI13 120 | 252x10% [ 37. HNRNPUL2 9,53 [ 2,58 10
14. SON 1,19 | 429x107 | 38 ABCF2-H2BE1 8,39 | 1,96 x 10
15. ANKRD17 1,18 | 525x107 | 39. CFAP298 1,78 | 5,80 x 103
16. UPF2 1,18 | 6,78x10° | 40. | ENSG00000258790 | -1,37 | 1,75x 10?2
17. AHI1 1,16 | 252x102 | 4l. WTIP 124 [ 1,51x102
18. NUCKS]1 1,16 139 10° | 42. | ENSG00000256500 | -1,22 | 2,52x 10?2
19. RPL9 1,15 6,16 x 103 | 43. ORC4 1,15 | 8,58 % 107
20. FGF23 1,12 | 550x10° | 44. MATR3 1,13 | 1,66 x 102
21. ARID4A 1,11 1,51 x 102 | 45. MADD 1,01 | 2,57 %102
22. NUP214 1,10 135x 102 | 46. NKDI1 091 | 142x103
23. ENSG00000259132 1,04 | 469x102 | 47. KCMF1 0,76 | 4,53 x 102
24, CHD6 097 | 540x103 | 48. TLNI1 0,76 | 4,95 x 102

Analiza diferencijalne ekspresije gena izmedu fibroblasta pacijenata i pripadaju¢ih
zdravih kontrola rezultirala je puno veéim brojem gena s promijenjenom ekspresijom.
Sveukupno 1280 gena ima promijenjenu ekspresiju u fibroblastima 1. pacijenta u odnosu na
zdrave kontrole, odnosno 1355 u fibroblastima 8. pacijenta. Veliki broj diferencijalno
eksprimiranih gena u ovim uzorcima ne iznenaduje. Naime, poznato je da nedostatak aktivnosti
SAHH-a dovodi do globalnih promjena metilacijskih profila DNA, koje mogu znacajno
utjecati na transkripcijsku aktivnost na razini cijelog genoma [153]. Zbog veliCine i
kompleksnosti dobivenog skupa podataka te pretpostavke da su izracunate promjene ve¢inom
posljedica poremecene stani¢ne metilacije uslijed nedostatka SAHH-a, analiza diferencijalne
ekspresije klini¢kih uzoraka u sklopu ove disertacije provedena je u svrhu validacije prethodno
utvrdenih promjena u ukupnoj ekspresiji gena SAHH kod istrazivanih pacijenata (poglavlje
4.1.1.). Dobiveni rezultati vizualizirani su u obliku, tzv. vulkan grafa (engl. volcano plot) za
fibroblaste 1. pacijenta (Slika 29. A) 1 8. pacijenta (Slika 29. B). Iz navedenih rezultata vidljiva
je statisticki zna¢ajna (padj= 3,1 x 10-%) niZa ekspresija gena SAHH u fibroblastima 1. pacijenta
za 43 % (logoFC= -0,81), sto je u skladu s prethodnim rezultatima dobivenim metodom RT-
qPCR (poglavlje 4.1.1.). U slu€aju 8. pacijenta, izracunata promjena nije statisticki znacajna,
jer njezina prilagodena p-vrijednost iznosi 0,17 (-log(padj)=0,77), Sto je manje od postavljene
stope laznog otkri¢a od 0,05 odnosno 5 %. Stoga je moguce zakljuciti da nema promjene u

ekspresiji gena SAHH kod ovog pacijenta, Sto je takoder u skladu s prethodnim rezultatima.
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Slika 29. Diferencijalno eksprimirani geni u fibroblastima pacijenata prikazani u obliku vulkan grafa.
Graficki prikaz prilagodene p-vrijednosti na logaritamskoj skali (y-0s) i promjena ekspresije Log,FC (x-0s).
Isprekidana horizontalna linija oznacava postavljenu grani¢nu vrijednost padj= 0,05. Plave tocke oznacavaju
gene ¢ija promjena nije statisticki znac¢ajna (NS), dok crvene tocke oznacavaju statisti¢ki znacajne gene (padj
< 0,05). Strelica obiljezava poziciju gena SAHH unutar grafickog prikaza. (A) Diferencijalno eksprimirani
geni u fibroblastima 1. pacijenta (fibroPacl.) u odnosu na zdrave kontrole (fibroCTRL1). Zelena vertikalna
linijja oznacava izraCunatu statisticki znacajnu promjenu ekspresije gena SAHH koja iznosi -0,81. (B)
Diferencijalno eksprimirani geni u fibroblastima 8. pacijenta (fibroPac8.) u odnosu na zdrave kontrole

(fibroCTRLS). Crvena horizontalna linija oznacava prilagodenu p-vrijednost za gen SAHH.
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4.4.3. Genska ontologija promijenjenih gena u stani¢énim modelima HepG2

U svrhu bioloske interpretacije diferencijalno eksprimiranih gena u stani¢nim modelima
HepG2, provedena je anotacija njihove genske ontologije (GO). Svakom genu sa
promijenjenom ekspresijom dodijeljeni su GO-pojmovi koji opisuju njegovu molekularnu
funkciju, pripadnost odredenom bioloSkom procesu 1 stanicnu lokalizaciju. Analiza
obogacenosti GO-pojmova napravljena je pomocu bioinformatickog alata DAVID, a
prekomjerno zastupljeni pojmovi s p-vrijednosti manjom od 0,05 smatrani su znacajnima.
Zbog relativnog niskog broja diferencijalno eksprimiranih gena s pridruzenim GO-pojmovima
(n=46), kategorija ,,Bioloski procesi‘ rezultirala je najve¢im brojem obogacenih pojmova koji
su statisticki znacajni, stoga su rezultati ove kategorije detaljnije analizirani.

Rezultati analize pokazuju da je sveukupno 15 razlicitih termina genske ontologije
statisti¢ki znac¢ajno obogaceno u kategoriji ,,Bioloski procesi“ (Slika 30.).
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Slika 30. Bioloski procesi u kojima sudjeluju diferencijalno eksprimirani geni u stani¢cnim modelima
HepG2 (WT vs Y328D). Graficki prikaz obogacenih GO-pojmova u kategoriji ,,Bioloski procesi®. Srednji
stupac predstavlja broj diferencijalno eksprimiranih gena koji pripadaju pojedinom GO-pojmu, a gradijent
pozadinske smede boje oznacava statistiCku znacajnost (p-vrijednost) na logaritamskoj skali. Narancasti
stupci oznacavaju postotak gena s poveéanom ekspresijom, a plavi stupci postotak gena sa smanjenom

ekspresijom unutar svakog pojma.

88



Na temelju p-vrijednosti, dva najviSe rangirana procesa su ,,Genska ekspresija“
(GO:0010467, p= 6,0 x 10%) i ,,RNA metaboli¢ki proces* (GO:0016070, p= 7,7 x 10%), koji
ujedno ukljucuju i1 najveci broj promijenjenih gena (28 odnosno 24). Osim njih, jo§ dva
znacajno obogacena GO-bioloska procesa obuhvacaju gotovo 50 % gena s promijenjenom
ekspresijom, a to su ,,Biosinteza stani¢nih makromolekula® (GO:0034645, p= 1,1 x 10?) i
,,Regulacija genske ekspresije“ (GO:0010468, p=2,3 x 1072). Iz rezultata je takoder vidljivo da
viSe od 80 % gena unutar prethodno navedena cetiri GO-pojma ima pozitivhu promjenu u razini
ekspresije, ukazujuéi na pojacanu aktivnost ovih bioloskih procesa u stanicama koje
eksprimiraju mutirani protein SAHH-Y328D. Detaljnijim pregledom pojedinacnih gena,
moguce je utvrditi da je 16 gena ukljuceno u sva Cetiri prethodno navedena GO-procesa, a to
su: NUCKS1,BAZ2A, YAF2, AHI1, FGF23, TCOF 1, PABPC4,ARID4A, CHD6, NUP85, BBX,
TRIM33, PPPIRI2A, RPL5, ZBTB20 i WTIP. U kontekstu ovog istrazivanja, posebno je
zanimljiva povecana ekspresija gena TRIM33 (od engl. Tripartite Motif Containing 33), ¢iji
proteinski produkt spada u skupinu E3-ubikvitinskih ligaza (UniProt ID: Q9UPNO).
Funkcionalna klasifikacija ovog gena, temeljena na dodijeljenih GO-pojmovima u kategoriji
,Molekularna funkcija®, obuhvaca ,,Ubikvitin-transferazna aktivnost* (GO:0004842) i
,Protein-vezujuc¢i“ (GO:0005515).

Zakljucno, analiza bioloskog znacaja skupa gena s promijenjenom ekspresijom u
stanicnim modelima HepG2 (WT u odnosu na Y328D) ocekivano ukazuje na pojacanu
transkripcijsku aktivnost gena koji su ukljuceni u procese genske ekspresije i njezine regulacije.
Funkcionalna anotacija pojedinacnih diferencijalno eksprimiranih gena otkriva povecanu
ekspresiju gena TRIM33 koji kodira za E3-ubikvitinsku ligazu, sugeriraju¢i povecanu

ubikvitinaciju proteina SAHH-Y328D u odnosu na divlji tip.
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4.4.4. Ekspresija pojedinog alela SAHH u fibroblastima pacijenata

Kako bi se precizno odredila distribucija transkripata koji potjecu s razlicitih alela SAHH, s
ciljem potvrde stanicnog uklanjanja transkripata s mutacijom W112* kod prvog pacijenta,
analizirana je ekspresija specificnog alela (ASE) u uzorcima fibroblasta pacijenata i zdravih
kontrola pomocu bioinformati¢kog alata AllelicImbalance. Ocitanja poravnata na referentni
genom omogucila su identifikaciju SNP-ova kroz detekciju pozicija unutar kodirajuceg slijeda
gena SAHH na kojoj su ocitani razli¢iti nukleotidi. Kvantifikacijom referentnih i alternativnih
ofitanja na pozicijama istrazivanih mutacija (p.W112*, p.Y328D, p.Y143C), odredeno je
postoje li statisticki znacajna odstupanja od njihovog ocekivanog jednakog omjera (1:1).
Ukoliko je p-vrijednost iznosila manje od 0,05, nejednaka distribucija ocitanja ukazivala je na
neuravnotezenu ekspresiju alela.

U prvom koraku, identifikacija SNP-ova rezultirala je detekcijom svih ocekivanih
izmjena nukleotida u uzorcima pacijenata. Alternativni nukleotidi SNP-a ¢c.428 A>G, p.Y143C
(rs121918608) detektirani su kod oba pacijenta (Slika 31. A). Mutacija ¢.336G>A, p.W112*
(rs121918607) detektirana je samo kod prvog pacijenta (Slika 31. B), dok je mutacija
c.982T>G, p.Y328D (rs748855369) identificirana samo u uzorcima osmog pacijenta (Slika 31.
C). Broj o€itanja u svim analiziranim uzorcima i pozicijama iznosi minimalno 100, $to ukazuje
na njihovu dobru pokrivenost (engl. coverage) 1 pouzdanost analize.

Kod prvog pacijenta, rezultati kvantifikacije jasno pokazuju znacajno manji broj
ocitanja s alternativnim adeninom (A), koji uzrokuje PTC, u odnosu na referentni gvanin (QG)
(Slika 31. B). Samo 5-9 % ocitanja na poziciji mutacije p.W112* sadrzi adenin (Slika 32.),
ovisno o promatranoj replici. Ocekivano, nedostatak transkripata s PTC-om odrazava se na
omjer o€itanja na poziciji druge mutacije koju sadrzi ovaj pacijent (Slika 31 A). Na poziciji
mutacije p.Y 143C (rs121918608), ve¢inom su detektirana ocitanja s alternativnim gvaninom
(G), dok je referentnih adenina (A) prisutno manje od 9% (Slika 32.). Ova odstupanja u svim
analiziranim uzorcima okarakterizirana su kao statisticki znacajna (p << 0,05) odnosno
predstavljaju bioloski relevantnu neuravnotezenu ekspresiju izmedu alela SAHH u uzorcima
prvog pacijenta. S druge strane, kod osmog pacijenta, kvantifikacija o€itanja s alternativnim i
referentnim nukleotidima na pozicijama mutacija p.Y143C (rs121918608) i p.Y328D
(rs748855369) ne pokazuje znacajne razlike u njihovoj distribuciji (Slika 31. A1 C i Slika 32.).
IzraCunate p-vrijednosti ve¢inom su nize od 0,05 (replike n2 1 n3) ili su izuzetno blizu grani¢ne

vrijednosti (replika nl1, p=0,02), stoga utvrdene razlike nisu smatrane statisticki znacajnima.
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Slika 31. Broj o¢itanja s alternativnim i referentnim nukleotidom na pozicijama istraZivanih mutacija
gena SAHH u uzorcima fibroblasta pacijenata i zdravih kontrola. Ocitanja s referentnim nukleotidom
prikazana su zelenim stupcima. Crveni stupci predstavljaju broj o€itanja s alternativnim nukleotidom.
Brojevi iznad stupaca predstavljaju statistiCku znacajnost (p-vrijednost) distribucije oCitanja. P-vrijednosti
manje od 0,05 smatraju se statisticki znac¢ajnima. (A) ¢.428A>G, p.Y143C; (B) ¢.336G>A, p.W112*; (C)
¢.982T>@, p.Y328D.
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SAHH (NM_000687.4)

Slika 32. Udio o¢itanja s alternativnim i referentnim nukleotidom na pozicijama istraZivanih mutacija
gena SAHH u uzorcima fibroblasta pacijenata i zdravih kontrola. Zelena boja predstavlja postotak (%)
ocitanja s referentnim nukleotidom, dok je crvenom bojom prikazan postotak alternativnih ocitanja. Donji
dio slike predstavlja relativnu poziciju svih analiziranih mutacija unutar nukleotidnog slijeda kanonskog

transkripta SAHH (NCBI ID: NM_000687.4).

Zaklju¢no, bioinformaticka analiza ekspresije pojedinog alela, temeljena na
transkriptomskim podacima dobivenim NGS-om, otkriva neuravnotezenu ekspresiju alela
SAHH 1 gotovo potpuni nedostatak transkripata s mutacijom p.W112* u uzorcima prvog
pacijenta. Kod osmog pacijenta, vidljiv je o¢ekivani omjer alternativnih i referentnih ocitanja
na pozicijama mutacija p.Y143C 1 p.Y328D, stoga u tim uzorcima nije utvrdena
neuravnotezena ekspresija alela. Na temelju rezultata ove analize, moZe se nedvojbeno
zakljuciti da je dvostruko niza ekspresija gena SAHH kod prvog pacijenta rezultat selektivnog
uklanjanja transkripata sa PTC-om, dok transkripti koji potje¢u s drugog alela i nose mutaciju

p-Y143C, ostaju intaktni.
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4.5. Utjecaj inhibicije UPS-a na razine proteina SAHH-Y328D

Za konacnu potvrdu mehanizma odgovornog za nedostatak proteina SAHH-Y328D u
eukariotskim stanicama, provedena je inhibicija UPS-a u stani¢cnim modelima koji
eksprimiraju istrazivani protein. Selektivna inhibicija proteoliticke aktivnosti proteasoma 26S
postignuta je tretmanom stanica kemijskim spojem MG-132, nakon ¢ega je razina mutiranog
proteina SAHH analizirana western blotom i konfokalnom mikroskopijom. Dodatno je
analiziran 1 protein p53, poznati supstrat UPS-a, kao pozitivna kontrola inhibicije proteasoma.

Dobiveni rezultati pokazuju povecane razine proteina SAHH-Y328D u svim stani¢énim
modelima nakon tretmana u usporedbi s kontrolnim stanicama (DMSO) (Slika 33.). Najvece
razlike vidljive su u stanicama SW480, dok su u stanicnim modelima Hek293, promjene u
ekspresiji mutanta najnize. Uz to, povecane razine proteina p53, koje potvrduju uspjesSnu
inhibiciju proteasoma, vidljive su samo u HepG2 stanicama. Moguce objasnjenje lezi u
¢injenici da mutacije u proteinu p53 onemogucuju njegovu normalnu razgradnju UPS-om. S
obzirom na to da su tretmani provedeni u stani¢nim linijama tumorskog podrijetla, moguce je
da je protein pS3 mutiran u stanicama Hek293 i SW480, zbog ¢ega nije uocen porast u koli¢ini
ovog proteina nakon inhibicije UPS-a. Unato¢ tome, vidljiv porast proteina p53 u stanicama
HepG2 ukazuje na uspjesnu inhibiciju proteasoma, a jasno poveéanje koli¢ine proteina SAHH-
Y328D u svim analiziranim stani¢nim modelima potvrduje pretpostavku da se ovaj mutant

posttranslacijski uklanja putem UPS-a.

Hek293 HepG2 SW480
70kDa [T e— e | | o — o s | EGEP.SAHH-Y328D
53kDa|". -—— - _—-.ll -‘-.II — . ,,‘——|p53
36 kDa | e— || | | —— g— | GAPDH
DMSO  1uM  2uM DMSO 1uM  2pM DMSO  1uM 2 M
MG-132

Slika 33. Ekspresija proteina SAHH-Y328D u staniénim modelima nakon inhibicije proteasoma.
Analiza ekspresije proteina EGFP-SAHH-Y328D, p53 i GAPDH nakon 24 h tretmana stanica spojem MG-
132 koncentracije 1 nM i 2 nM metodom western blot. Kontrolne stanice tretirane su samo otapalom u kojem
je otopljen inhibitor MG-132 (DMSO). Za kontrolu nanoSenja uzoraka koriStena je ekspresija proteina
GAPDH.
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Utjecaj inhibicije proteasoma na stani¢nu ekspresiju proteina EGFP-SAHH-Y328D
takoder je analiziran i konfokalnom mikroskopijom. Preparati stanica tretiranith s 1 nM
otopinom MG-132 i netretiranih stanicnih modela snimljeni su uz pobudu zelenog
fluorescentnog proteina (EGFP). Prilikom snimanja, koli¢ina prikupljenog fluorescentnog
signala (engl. gain) postavljena je na fiksnu vrijednost kako bi mikroskopske snimke iste
stani¢ne linije mogle biti medusobno usporedene.

Iz rezultata je vidljivo ocekivano povecanje intenziteta zelenog signala u svim
tretiranim stanicama (Slika 34.), $to je u skladu s prethodnim rezultatima analize western blot-
om. Zanimljivo je da za razliku od kontrolnih stanica, u kojima je slabi zeleni signal homogeno
rasporeden u citoplazmi, u tretiranim stanicama dolazi do pojave diskretnih klastera zelenog
svjetla velikog intenziteta. Ovi rezultati sugeriraju da povecana stanicna ekspresija proteina
SAHH-Y328D, uslijed inhibicije UPS-a, rezultira njegovim nakupljanjem odnosno
formiranjem proteinskih agregata. Ovaj rezultat pruza dublji uvid u to kako mutacija Y328D
utjeCe na strukturu i stabilnost proteina SAHH u stani¢nom okruZenju te dodatno pojasnjava

specifi¢nosti ekspresije ovog mutanta i njegove posttranslacijske regulacije putem UPS-a.

EGFP-SAHH-Y328D

Hek293 HepG2 SW4380

- . . .

MG132

Slika 34. Nakupljanje proteina SAHH-Y328D u eukariotskim stanicama nakon inhibicije proteasoma.
Analiza koli¢ine proteina EGFP-SAHH-Y328D konfokalnom mikroskopijom nakon tretmana stanica
Hek293, HepG2 i SW480 1 nM otopinom MG-132. Prikazane su spojene slike plavog (DAPI) i zelenog
(EGFP) signala. Kontrole stanice tretirane otapalom (DMSO).
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4.6. Analiza stabilnosti mutiranih proteina SAHH in silico

S ciljem boljeg razumijevanja zaSto protein SAHH-Y328D pokazuje pojacanu tendenciju
agregacije u stanicnom okruzenju, provedeno je ra¢unalno predvidanje stabilnosti mutiranog
proteina pomoc¢u mreznog alata DynaMut2 [154]. Ovaj alat primjenjuje prediktivne modele za
procjenu utjecaja aminokiselinskih izmjena na niz strukturnih obiljezja proteina, ukljucujuéi
kontakte i okolinu aminokiselinskih ogranaka, meduatomske interakcije, njihovu prirodu itd.
Konacan rezultat je izrac¢un promjene Gibbsove slobodne energije smatanja (AGsmatanje) izmedu
proteina divljeg tipa i mutiranog proteina (AAG), koji opisuje karakter i intenzitet promjena
stabilnosti proteina uslijed uvodenja mutacije. Modeliranje je provedeno koriStenjem poznate
strukture ljudskog proteina SAHH (PDB: 4YVF). Analiza je napravljena za svih 12
besmislenih mutacija (Tablica 2.), koje dovode do bolesti nedostatne aktivnosti SAHH-a, kako
bi se utjecaj istrazivane mutacije sagledao u kontekstu svih ostalih mutacija.

Na temelju dobivenih rezultata, za 11 mutacija predviden je destabiliziraju¢i efekt s
obzirom na to da im je pripadajuca vrijednost AAG negativnog predznaka, dok jedino mutacija
E108K uzrokuje povecanje stabilnosti proteina (Tablica 12). Vrijednosti promjena Gibbsove
slobodne energije za vecinu aminokiselinskih izmjena iznosi izmedu -1 1 -2 kcal/mol, dok
mutacija Y328D dovodi do promjene od cak -3,41 kcal/mol, Sto pokazuje da je njezin

destabiliziraju¢i efekt puno izrazeniji od ostalih pogresnih mutacija koje uzrokuju bolest.

Tablica 12. Predvidanje promjena stabilnosti in silico za mutirane proteine SAHH koji uzrokuju

bolest. Mutacije su poredane na temelju apsolutnih vrijednosti AAG pocevsi od najvece.

Broj Mutacija Utjecaj na stabilnost AAG/ kcalmol!
1. Y328D Destabilizirajuéi 3,41
2. V217 Destabilizirajuc¢i -1,75
3. R36W Destabilizirajuéi -1,72
4. R49C Destabilizirajuéi -1,66
5. Y143C Destabilizirajuéi -1,41
6. G71S Destabilizirajuéi -1,37
7. A48T Destabilizirajuc¢i -1,35
8. R49H Destabilizirajuéi -1,15
9. A89V Destabilizirajuéi -1,06
10. D86G Destabilizirajuéi -0,56
11. T571 Destabilizirajuéi -0,18
12. E108K Stabilizirajuci 0,08
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Imajuéi u vidu inherentne razlike u fizikalno-kemijskim svojstvima izmedu bocnih
ogranaka tirozina i aspartata, vizualizirana je lokalna struktura 328. tirozina (Y) divljeg tipa
proteina i modeliranog mutanta s aspartatom (D) (Slika 35.). Usporedene su njihove interakcije
s prostorno bliskim aminokiselinama kako bi se bolje razumjeli strukturni temelji drasti¢ne

promjene Gibbsove slobodne energije uzrokovane ovom supstitucijom.

Tﬁau-a-u\f\ 4

fAsuéu\/’(
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Slika 35. Trodimenzionalna struktura ljudskog proteina SAHH i intramolekulske interakcije 328.
aminokiseline. Tanke isprekidane zelene linije predstavljaju privlaéne nepolarne interakcije, dok deblje
isprekidane linije oznac¢avaju vodikove veze. Crvene isprekidane linije predstavljaju odbojne sile. Strukture

su vizualizirane pomoc¢u programa PyMOL (izdanje 2.5.5.). (A) SAHH-WT; (B) SAHH-Y328D.
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Na temelju poznate 3D-strukture ljudskog SAHH (PDB: 4Y VF), 328. tirozin ubraja se
u skupinu, tzv. zakopanih aminokiselina (engl. buried residue) s obzirom na to da se nalazi u
unutrasnjosti proteina i nije izloZena otapalu. 1z priloZene strukture divljeg tipa proteina (Slika
35. A), vidljivo je da aromatski bo¢ni ogranak tirozina ostvaruje mnogobrojne privlacne
interakcije s prostorno bliskim aminokiselinama. Vec¢ina njih je nepolarnog odnosno
hidrofobnog karaktera, ukljucuju¢i interakciju s 311. 1 338. leucinom, 315. alaninom, 318.
lizinom te jednu vodikovu vezu s 312. aspartatom. Izmjenom tirozina u aspartat, aminokiselinu
koja sadrzi negativno nabijeni bo¢ni ogranak, dolazi do gubitka ve¢ine hidrofobnih interakcija
sa susjednim nepolarnim aminokiselinama, a jedine privlacne sile ostvaruje s 318. lizinom
(vodikova veza) i 315. alaninom (nepolarna interkacija). Uz to, zbog nepovoljne prostorne
orijentacije bocnog ogranka 328. aspartata, dolazi do pojave sterickih smetnji odnosno
odbojnih sila izmedu negativno nabijenog atoma kisika i nepolarnog alifatskog ogranka 311.
leucina (Slika 35. B).

Zakljuc¢no, analiza stabilnosti mutiranih proteina SAHH in silico karakterizira mutaciju
Y328D kao izuzetno destabiliziraju¢u. Pripadaju¢a promjena Gibbsove slobodne energije
smatanja iznosi -3,41 kcal/mol, $to je znacajno viSe od ostalih mutacija ¢ije su vrijednosti AAG
manje od -2 kcal/mol. Vizualizirane trodimenzionalne strukture ukazuju na nedostatak
nepolarnih privlac¢nih sila u hidrofobnoj jezgri proteina uslijed izmjene 328. aromatskog

tirozina u negativno nabijeni aspartat.
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5. RASPRAVA

Rijetke bolesti obuhvacaju raznoliku skupinu medicinskih poremecaja karakteriziranih niskom
prevalencijom u populaciji. lako pojedinacno rijetke, kolektivno ova skupina oboljenja pogada
milijune ljudi diljem svijeta. Rijetke bolesti predstavljaju jedinstvene izazove u pogledu
njihove dijagnoze, lijecenja i medicinske skrbi, upravo zbog svoje rijetke pojavnosti te Sirokog
spektra klini¢kih simptoma. Unato¢ raznolikosti u njihovoj klini¢koj manifestaciji, ve¢ina
rijetkih bolesti su teske, kroni¢ne, Cesto degenerativne i smrtonosne te nerijetko predstavljaju
cjelozivotni teret za pacijente, zdravstveni sustav i drustvo opcenito. Danas se preko 6000
razlicitih dijagnoza pripisuje rijetkim bolestima, a procjenjuje se da je preko dvije trecine
uzrokovano genetskim c¢imbenicima [71]. Zahvaljuju¢i rutinskoj primjeni metoda
sekvenciranja sljedece generacije u medicinskoj dijagnostici, u posljednjem desetlje¢u
postignut je znacajan napredak u razumijevanju genetskih osnova rijetkih bolesti i njihovom
ranom otkrivanju. Unato¢ napredcima u dijagnostici, terapijski pristupi za vise od 95% rijetkih
bolesti joS uvijek se temelje na lijeCenju i ublazavanju simptoma, a ne njihovog uzroka [155].
Stoga su temeljna znanstvena istrazivanja od presudne vaznosti za razumijevanje molekularnih
karakteristika rijetkih poremecaja, pruzajuci klju€ne znanstvene spoznaje koje otvaraju vrata
razvoju ciljanih terapijskih pristupa i personaliziranoj medicini.

Jedno takvo istrazivanje provedeno je u sklopu ove disertacije, s ciljem razjasnjavanja
ekspresijskih u¢inaka mutacija u genu SAHH i molekularnih mehanizama u pozadini tezih
oblika nedostatne aktivnosti S-adenozilhomocistein hidrolaze. Do danas su zabiljezena samo
16 slucajeva ovog rijetkog metabolickog poremecaja uzrokovanog genetskim varijantama koje
dovode do inaktivacije enzima SAHH [16,74-85]. Smanjena aktivnost ovog enzima naruSava
homeostazu ciklusa metionina i opéeg metilacijskog potencijala stanice, $to u konac¢nici dovodi
do kompleksnih patofizioloSkih promjena u ljudskom organizmu. lako tezina klinic¢kih
simptoma varira medu pacijentima, trenutno je jedini preporuceni terapijski pristup
usredotocen na smanjenje akumulacije metioninskih metabolita, indirektnih posljedica Stetnih
mutacija [86]. Funkcionalne analize rekombinantnih proteina SAHH provode se u Laboratoriju
za naprednu genomiku (LNG) od samog otkri¢a bolesti [81,100,101,156] te su pokazale
povezanost klinickih slika pacijenata s inaktivacijskim u¢inkom mutacija [73]. Ova disertacija
nastavak je dugogodisnjeg rada LNG-a u istrazivanju molekularnih karakteristika razli¢itih
slucajeva nedostatne aktivnosti SAHH-a, a potaknuto je otkricem osmog pacijenta koji je vec
pri rodenju imao najizrazenije biokemijske poremecaje do danas opisane u literaturi [16]. S

obzirom na to da se standardni terapijski pristup nije pokazao ucinkovitim, ovaj sluc¢aj istaknuo
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je nedostatke preporucene terapije i potrebu za promicanjem paradigme lijeCenja uzroka, a ne
samo simptoma bolesti.

U skladu s ustanovljenim korelacijama klinickih slika i genotipa, postavili smo
hipotezu da mutacije karakteristi¢ne teSko bolesnim pacijentima ne utjeCu samo na aktivnost
enzima, ve¢ uzrokuju smanjenu ekspresiju, odnosno nedostatak proteina u stanicama, $to
pridonositi jacini fenotipa bolesti i potencijalno utjee na terapijske ishode. Naglasak
istrazivanja bio je na ucinku pogre$ne mutacije Y328D, otkrivene kod prethodno spomenutog
pacijenta te na identifikaciji molekularnih mehanizmima odgovornih za nedostatak mutiranog
proteina u eukariotskim stanicama. Takoder je ispitana i druga mutacija ovog pacijenta,
Y 143C, koja je prethodno otkrivena u kombinaciji s besmislenom mutacijom W112* kod
prvog slucaja ovo oboljenja [74]. Zbog velikih podudarnosti klini¢kih i biokemijskih
poremecaja s osmim pacijentom, uz sli¢nosti njihovih genotipova, prvi pacijent takoder je
ukljucen u istrazivanje. Vazno je napomenuti da su prethodni pokusSaji funkcionalnih analiza
rekombinantnih proteina SAHH s mutacijama W112* 1 Y328D bili neuspjeSni, zbog
onemogucene proizvodnje ovih mutanata u prokariotskim ekspresijskim sustavima [100,104].
Iako bakterijske stanice nisu idealni sustavi za proizvodnju eukariotskih proteina, potpuno
bezuspjesna heterologna ekspresija ovih mutanata, za razliku od drugih mutacija, implicirala
je njihov svojstven funkcionalni odnosno ekspresijski utjecaj. Glavni cilj ove doktorske
disertacije bio je ispitati ekspresijske u¢inke mutacija W112*, Y143C 1 Y328D u eukariotskim
sustavima te razjasniti stanicne mehanizme u pozadini teSkih oblika nedostatne aktivnosti
SAHH-a za koje smo pretpostavili da, s jedne strane, doprinose ozbiljnosti simptoma, dok s
druge, mogu predstavljati perspektivne terapeutske mete.

U prvom djelu istrazivanja istrazili smo utjecaj mutacija na razine transkripata i
proteina SAHH u fibroblastima pacijenata, izvanstanicnom sustavu in vifro i stani¢nim
modelima. Zahvaljuju¢i sudjelovanju ¢lanova LNG-a u opisivanju vecine dosadasnjih
slucajeva oboljenja, primarne stanice pacijenata bile su dostupne za njihovu neposrednu
analizu u sklopu ovog istrazivanja. Bitno je napomenuti da je limitiranost klinickog materijala
zasigurno jedna od glavnih prepreka ovog istrazivanja, ali i istrazivanja rijetkih bolesti
opcenito. Naime, nedostatak klinickih uzoraka ¢esto ograni¢ava opseg istraZivanja i raznolikost
eksperimentalnih pristupa, $to u konacnici dovodi do sporijih napredaka u razumijevanju
molekularnih specifi¢nosti rijetkih oboljenja. Ova €injenica posebno je izraZzena kod nedostatne
aktivnosti SAHH-a, od koje boluje izuzetno mali broj pacijenata u svijetu, a neki od njih su,
nazalost, ve¢ 1 preminuli. Stoga ovo istrazivanje predstavlja vrijedan doprinos u polju rijetkih

bolesti, posebice u istrazivanju ovog izuzetno rijetkog poremecaja, buduéi da ukljucuje izravnu
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analizu primarnih stanica pacijenata. Iako su u odredenim dijelovima ovog istrazivanja
analizirani fibroblasti pacijenata, odabir metodoloskih pristupa uvelike je ovisio o koli€ini
potrebnog materijala, a odredene analize nisu mogle biti ponovljene. Zbog ograni¢enja rada s
primarnim stanicama i nemogucnosti njihove beskona¢ne propagacije, dio istrazivanja temeljio
se na analizi ekspresije rekombinantnih proteina SAHH u sustavima in vitro, ukljucujuéi i
stanicne modele stanica Hek293, HepG2, SW480. Drugi dio istrazivanja oslanjao se na visoku
proto¢nost i niske koli¢ine poCetnog materijala potrebnog za sekvenciranje metodama NGS-a
te prilagodljivost bioinformatickih analiza u obradi transkriptomskih podataka (mRNAseq).
Sekvenciranjem transkriptoma detaljnije su istrazeni molekularni mehanizmi u pozadini
negativnih ekspresijskih uc¢inaka mutacija W112* 1 Y328D, koji su utvrdeni u prvom dijelu
istrazivanja, a potvrda pretpostavljenog mehanizma degradacije proteina SAHH-Y328D
provedena je uporabom pripremljenih stani¢nih modela. U konacnici se raCunalnom (in silico)
analizom stabilnosti ovog mutiranog proteina produbilo razumijevanje specificnog
ekspresijskog utjecaja pogresne mutacije Y328D u kontekstu promjena u strukturi proteina.
Na pocetku istrazivanja, analizirana je ekspresija SAHH u fibroblastima pacijenata
RT-gPCR-om i western blotom kako bi se dobio cjeloviti uvid u temeljne ekspresijske
parametre mutiranih gena SAHH u njihovom nativhom genomskom kontekstu. Analize su
pokazale nedostatak transkripata i proteina SAHH za otprilike 50 % kod prvog pacijenta (Slika
20.), kojeg karakterizira besmislena mutacija W112*. Polovicno smanjenje ekspresije SAHH
sugeriralo je dodatnu (negativnu) regulaciju jednog od alela SAHH ve¢ na transkripcijskoj
razini, a pretpostavljeno je da se u pozadini nedostatka mRNA nalazi mehanizam degradacije
transkripata s besmislenim mutacijama (NMD). Bitno je naglasiti da su za metodu RT-qPCR
koristene univerzalne hidroliziraju¢e probe za gen SAHH, koje nisu pogodne za detekciju
specificnih mutacija, stoga u ovom dijelu istrazivanja nismo bili u moguénosti jednozna¢no
utvrditi koju to¢no mutaciju sadrze izmjereni transkripti odnosno nedostaju li upravo oni s
besmislenom. Ipak, analizom proteina western blotom uocena je proteinska vrpca pri nativnim
molekulskim masama proteina SAHH (Slika 21.), Sto pokazuje da detektirani protein
vjerojatno sadrzi mutaciju Y143C, a ne W112*, koja znacajno skracuje protein. Uzimajuéi u
obzir i jasnu korelaciju smanjenih razina transkripata i proteina, pretpostavili smo da je
narusena ekspresija proteina vjerojatno posljedica nedostatka transkripata s besmislenom
mutacijom. Opcenito je ova vrsta mutacija jedan od glavnih genetskih ¢imbenika u etiologiji
mnogih rijetkih bolesti. Stani¢no uklanjanje transkripata s PTC-om i naruSavanje proizvodnje
proteina univerzalan je bioloSki fenomen neovisan o funkciji samog proteina. Na primjer,

cisticna fibroza jedna je od najpoznatijih rijetkih bolesti uzrokovana mutacijama u genu CF7R
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koja izaziva ozbiljne respiratorne i probavne poremecaje s potencijalno letalnim ishodom. Do
danas je potvrdeno preko 700 mutacija koje uzrokuju bolest, a besmislene mutacije G542%*,
N1303*, W1282*, R553* nalaze se u 10 najucestalijih u populaciji [157]. Hamosh i suradnici
vec su 1992. godine ustanovili povezanost mutacija G542* 1 W1282* i nedostatka transkripata
CFTR-au primarnim epitelnim stanicama [ 158], a u stani¢nim modelima bronhijalnih epitelnih
stanica 16HBE, pokazano je da su transkripti s ovim mutacijama supstrati degradacijskog
mehanizma NMD [159,160]. Nadalje, Duchenneova i Beckerova miSi¢na distrofija
predstavljaju najcesée genetske poremecaje misi¢nog sustava, karakterizirane progresivnom
degeneracijom i slabostima miSi¢a. Nedavna analiza jedne od najobuhvatnijih kohorta
pacijenata pokazala je da su besmislene mutacije najéeS¢a vrsta mutacija koje uzrokuju teski
fenotip bolesti, uz velike delecije cjelokupnih eksona [161]. Generalno se procjenjuje da su
besmislene mutacije odgovorne za vise od 10 % nasljednih genetskih poremecaja [162], a Cesto
su povezane s lo$ijim klinickim ishodima, kao Sto je i slucaj prvog pacijenta s nedostatnom
aktivnosti SAHH-a. Unato¢ snaznim indikacijama, ograni¢enja odabranog metodoloskog
pristupa pri kvantifikaciji ekspresije gena onemogucila su jednozna¢no definiranje uzroka
utvrdenih ekspresijskih promjena. Potvrda selektivnog nedostataka transkripata s mutacijom
p.-W112* odnosno mehanizma NMD provedena je u daljnjem dijelu istrazivanja
sekvenciranjem transkriptoma stanica pacijenta (mRNAseq). Ovom metodom odreden je tocan
omogucila kvantifikacija ekspresije ne samo gena ve¢ pojedinih alela.

Nedostatak proteina takoder je potvrden i u fibroblastima osmog pacijenta (= 15 %
kontrolnih vrijednosti) (Slika 21.), no bez promjena u razinama transkripata (Slika 20.),
sugerirajuci da je gen SAHH u ovom slucaju dodatno reguliran pri viSim, proteinskim razinama
genske ekspresije. lako dobiveni rezultati podupiru pretpostavku o negativnom ekspresijskom
ucinku istrazivanih mutacija, tako znacajno smanjenje proteina za cak 85% bilo je
neocekivano. Naime, uzimajué¢i u obzir rezultate analize uzoraka prvog pacijenta
(W112*/Y143C) i Cinjenicu da se rekombinantni protein SAHH-Y143C moze uspjesno
proizvesti u bakterijskim sustavima, moze se pretpostaviti da je mutacija Y328D primarni
uzrok smanjene ekspresije kod osmog pacijenta (Y328D/Y 143C). Nedostatak vise od 50 %
proteina implicira negativan ekspresijski u¢inak i druge mutacije, Y 143C, koji nije zabiljezen
kod prvog pacijenta. Sinergisti¢ki u¢inak mutacije Y328D u kombinaciji s Y 143C moze pruziti
bioloSko objasnjenje nizih razina proteina SAHH od ocekivanih, no bitno je napomenuti da je

analiza koli¢ine proteina western blot-om uspjesno provedena samo jednom, zbog prethodno
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spomenute ogranicene koli¢ine klinickog materijala. Nedostatak statisticke obrade podataka
dovodi u pitanje samu preciznost izmjerenih promjena, a njihova interpretacija dodatno je
otezana kompleksnoS¢u heterozigotnih genotipova pacijenata i ekspresije gena u realnim
bioloSkim sustavima. lako analize klinickih uzoraka daju vrijedan uvid u kumulativne
ekspresijske ucinke istrazivanih mutacija, o njihovim pojedinacnim doprinosima na temelju
ovih rezultata mogucée je samo nagadati. Stoga smo u nastavku istrazivanja proveli
eksperimente temeljene na tehnikama rekombinantne DNA i ekspresiji pojedinih mutanata
SAHH-a u eukariotskim sustavima in vitro kako bi se ras¢lanili pojedinacni efekti istrazivanih
mutacija.

Izvanstanicni ekspresijski sustavi in vitro ve¢ su vise od 50 godina neizostavni alat
sintetske biologije 1 molekularnih znanosti opcéenito. Zasnivani na aktivaciji transkripcije i
translacije uporabom ¢istih stani¢nih ekstrakata, ovi pojednostavljeni sustavi genske ekspresije
omogucuju brzu sintezu proteina izvan kompleksnog stani¢nog okruzenja. U naSem
istrazivanju, ekspresijom rekombinantnih gena SAHH (cDNA) in vitro ispitali smo
procesuiranje mutiranih gena, odnosno transkripata, usmjeravajuci se na ucinkovitost dva
fundamentalna mehanizama genske ekspresije, transkripciju i translaciju. Primarni cilj bio je
utvrditi narusavaju li mutacije W112*, Y143C 1 Y328D efikasnost transkripcijske i
translacijske masinerije tijekom izvanstani¢ne sinteze proteina. Naime, zastoj i kolizija
ribosoma uzrokovani strukturnim anomalijama (mutiranih) mRNA usporile bi mehanizam
translacije 1 smanjili prinos mutiranih proteina, a opazanje ovih fenomena predstavljalo bi
temeljni aktivacijski signal mehanizama kontrole genske ekspresije NGD i NSD [121,125].
Medutim, western blot-om nisu utvrdene znacajne razlike izmedu prinosa razli¢itih mutanata i
divljeg tipa proteina (Slika 23.), sugeriraju¢i da su ekspresijski ucinci mutacija ovisni o
stani¢nom kontekstu, koji ukljucuje dodatne mehanizme izvan same transkripcije i translacije.
Zanimljivo je da smo koriStenjem izvanstani¢nog sustava in vitro temeljenog na stanicnom
lizatu humanih stanica HeLa, uspje$no proizveli i mutanta Y328D, koji se nije mogao
eksprimirati uporabom bakterijskih stanica u prijasnjim istrazivanjima [104]. Ovi rezultati
pokazuju da je nedostatke heterolognih ekspresijskih sustava moguce nadomjestiti koriStenjem
odabranog in vitro sustava, a ovaj alternativni metodoloski pristup u proizvodnji proteina
SAHH-Y328D otvara vrata budu¢im studijama ispitivanja njegove enzimatske aktivnosti. lako
je primarni fokus naSeg istrazivanja razjaSnjavanje ekspresijskih ucinaka mutacija i
pozadinskih mehanizama, razumijevanje u kojoj mjeri mutacija Y328D utjeCe na samu
hidroliticku aktivnost SAHH-a predstavlja sljede¢u vaznu kariku u razvoju i primjeni

efikasnijih strategija lijecenja.
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Dobro je poznato da je prevodenje geneticke upute u zivim organizmima puno
sloZeniji proces od same transkripcije DNA i translacije mRNA te ukljucuje i niz regulatornih
1 kontrolnih mehanizama koji djeluju na razli¢itim razinama ekspresije gena. Kako bi ispitali
njihovu ulogu u regulaciji ekspresije rekombinantnih gena SAHH u stanicnom okruzenju,
konstruirali smo stani¢ne modelne sustave s konstitutivnom ekspresijom mutiranih proteina.
Modelni sustavi opéenito predstavljaju nezaobilaznu kariku u proucavanju patofizioloskih
mehanizama rijetkih bolesti te sluze kao temeljna platforma za pronalazak i testiranje
potencijalnih terapija. Iako niti jedan model ne moze u potpunosti replicirati kompleksnost
realnih bioloskih sustava, posebice ljudskog organizma, stani¢ni modeli in vitro korisni su za
preliminarnu validaciju hipoteza i istrazivanja osnovnih bioloskih procesa. Nase modelne
sustave pripremili smo lentivirusnom transdukcijom tumorskih stani¢nih linija stanica Hek293,
HepG2 i SW480 kako bi proucili ekspresiju rekombinantnih gena unutar istovjetne genomske
okoline. Time smo eliminirali utjecaje ostalih regulatornih ¢imbenika, $to nam je omogucilo
da se usredoto¢imo na ispitivanje samo ekspresijskih efekata pojedinih mutacija. Iako stanice
tumorskog podrijetla rijetko odrazavaju fiziologiju normalnih stanica, posebice u kontekstu
stani¢ne signalizacije 1 metabolickih procesa, kombinacijom vise razli€itih stani¢nih linija
potvrdili smo univerzalnost negativnih u¢inaka mutacija i samu reproducibilnost rezultata.
Naime, western blot-om utvrdena je drasticno niza ekspresija proteina SAHH-Y328D (8-14 %
kontrolnih vrijednosti) i potpuni nedostatak mutanta SAHH-W112*, za razliku od SAHH-
Y 143C, neovisno o tipu stanica (Slika 26.). Ovi rezultati potvrdeni su i analizom stanica
konfokalnom mikroskopijom (Slika 25.), budu¢i da su rekombinantni geni uneseni vektorima
koji omogucuju fuziju istrazivanih proteina sa zelenim fluorescentnim proteinom (EGFP).
Time smo pokazali da je negativan u¢inak mutacija W112* i Y328D zaista ovisan o stanicnom
kontekstu, no nije tkivno specifi¢an, ve¢ se odrazava na razini temeljnih stani¢nih procesa, kao
Sto je kontrola kvalitete genske ekspresije. Ovi rezultati podupiru nasu hipotezu o narusenoj
proizvodnji proteina uzrokovanu mutacijama koje su svojstvene tesko bolesnim pacijentima
(W112* 1 Y328D), a ne zajednickom mutacijom (Y 143C).

Zbog uocenog potpunog nedostatka ekspresije proteina SAHH-W112*, ocekivali
smo 1 nedostatak odgovarajucih transkripta zbog njihove pretpostavljene degradacije.
Medutim, RT-qPCR-om nije utvrdeno potpuno uklanjanje transkripata s mutacijom W112%*,
ve¢ je u svim stani¢nim modelima izmjereno smanjenje na otprilike 50 % kontrolnih vrijednosti
(Slika 27.). Moguce je da je sam metodoloski pristup koriSten pri konstrukciji stanicnih modela
limitirao njihovu sposobnost adekvatnog modeliranja mehanizma NMD. Naime, transducirani

rekombinantni geni SAHH nalaze se pod kontrolom umjetnog promotora citomegalovirusa
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(CMV), koji inducira ekspresiju gena na razine koje premasuju endogene ekspresijske profile
humanih stanica [163], $to je vidljivo i iz naSih rezultata. Uz to, Sato i suradnici nedavno su
pokazali interstani¢nu varijabilnost efikasnosti mehanizma NMD u stanicama Hek293 1 U20S,
a Cak su identificirali i subpopulacije stanica s potpunim izostankom degradacije transkripata s
PTC-om (engl. NMD escape) [164]. Neprirodno visoka ekspresija defektnih transkripata, koja
premasuje stani¢ne kapacitete njihovog uklanjanja, u kombinaciji s podbacivanjem samog
mehanizma NMD u pojedinim modelnim stanicama, moglo bi objasniti naSe rezultate. Osim
toga, jedan od glavnih mehanizama stanicnog prepoznavanja PTC-ova i aktivacije
degradacijskog puta NMD ovisan je o EJC-kompleksima. Ovaj proteinski kompleks veze se na
zrele transkripte nakon izrezivanja introna, no pri konstrukciji nasih stani¢nih modela koristili
smo samo sljedove cDNA, koji nisu supstrati EJC-ovisnog prepoznavanja PTC-ova. Iako
ocigledno zadrzavaju djelomic¢nu sposobnost degradacije besmislenih transkripata, vjerojatno
alternativnim mehanizmima prepoznavanja PTC-ova, nedostaci pripremljenih stani¢nih
modela smanjuju relevantnost njihove uporabe u daljnjim istrazivanjima, posebice u
istrazivanju novih lijekova. Zbog toga je u buducnosti nuzno razviti prikladnije stani¢ne
modele za istrazivanje mehanizma NMD u kontekstu nedostatne aktivnost SAHH-a, koristeci
modernije tehnike kao $to je CRISPR-Cas. Primjena ove tehnologije omogucila bi direktnu
manipulaciju izvornog genetskog materijala stanice, bez integracije neprirodnih genetskih
elemenata u eukariotske genome. CRISPR-Cas danas se Siroko primjenjuje u razvoju
poboljsanih stani¢nih modela za istrazivanja mehanizama bolesti 1 testiranje lijekova unutar
prirodnog genomskog konteksta koji je bioloski relevantan.

Druga mutacija koja smanjuje ekspresiju proteina Y328D, ocekivano ne mijenja
koli¢ine transkripata (Slika 27.), §to pokazuje da se njezin Stetan ucinak primarno reflektira na
proteinskoj razini. Imajuci u vidu karakter ove mutacije, supstitucije aminokiselina mogu imati
stabilnost. Stabilnost proteina odnosi se na njegovu sposobnost odrZzavanja nativne strukture
pri fizioloskim uvjetima i usko je povezana s procesom smatanja. IstraZzivanja povezanosti
patogenih mutacija i1 proteinskih struktura pokazala su da ¢ak 80 % pogresnih mutacija
destabilizira proteine [165], mijenjajuci razlicite energetske i entropijske faktore klju¢ne za
strukturni integritet i ispravno smatanje proteina [166]. Nadalje, destabilizacija i nepravilno
smatanje proteina potvrdeni su u pozadini mnogih genetskih poremecaja, kao §to su nasljedni
oblici Alzheimerove [167], Parkinsonove [168] i prionskih bolesti [169]. Gotovo potpuni
nedostatak proteina SAHH-Y328D u naSim modelima upucéuje upravo na ovaj ucestali

mutacijski efekt dobro okarakteriziran kod drugih bolesti, iako do sada nije zabiljeZzen kod

104



nedostatne aktivnosti SAHH-a. Ukoliko je proces smatanja znacajno naruSen, ¢esto dolazi do
nakupljanja defektnih proteina koji formiraju netopljive agregate i dodatno poti¢u patogenezu
bolesti, Sto je slucaj kod prethodno navedenih neurodegenerativnih poremecaja. Medutim,
analiza naSih stani¢nih modela mikroskopijom nije pokazala nakupljanje proteina SAHH-
Y328D u stanicama (Slika 25.), Sto implicira efikasan stani¢ni odgovor u uklanjanju ovog
proteina. Poznavaju¢i da se odrzavanje stanicne proteostaze postize djelovanjem
specijaliziranih sustava za razgradnju proteina (autofagija i UPS), u nastavku istrazivanja
usmjerili smo se na njihovu identifikaciju i potvrdu uporabom pripremljenih stani¢nih modela.

Metode sekvenciranja sljede¢e generacije (NGS) danas se koriste u gotovo svim
pogledima biomedicinskih istrazivanja, od temeljnih genetskih studija do klinicke dijagnostike
i personalizirane medicine. Laboratorij za naprednu genomiku, u kojem je izradena ova
disertacija, medu pionirima je u implementaciji ove tehnologije na nasim prostorima i ve¢
istrazivanje nedostatne aktivnosti SAHH-a. U naSim prijasnjim studijama, metodom NGS-a po
prvi smo put analizirali transkriptome izvornih stanica pacijenta s nedostatnom aktivnosti
SAHH-a, fokusiraju¢i se na poveznice s drugim patoloSkim stanjima i otkrivanju potencijalnih
biomarkera [104]. Nadalje, u istrazivanjima promjena u regulaciji stani¢nog ciklusa stanica
hepatocelularnog karcinoma HepG2 s utiSanom ekspresijom SAHH-a, sekvenciranje
transkriptoma omogucilo nam je potvrdu aktivacije signalnih puteva povezanih sa zastojem
stani¢nog ciklusa i oSte¢enjem DNA [102]. Nedavno smo sli¢an metodoloski pristup iskoristili
za analizu ekspresije gena povezanih s epitelno-mezenhimalnom tranzicijom i proliferacijom
stanica kolorektalnog karcinoma SW480 uslijed smanjene ekspresije SAHH-a [170]. U sklopu
ove disertacije, pripremom biblioteka i sekvenciranjem primarnih stanica pacijenata obogatili
smo postoje¢i skup globalnih ekspresijskih profila ovog izuzetno rijetkog oboljenja i
metilacijskih poremecaja opcenito. lako cjelovita analiza diferencijalno eksprimiranih puteva
nije bila fokus ove disertacije, bioinformaticku obradu podataka dobivenih NGS-om prilagodili
smo specificnim ciljevima naSeg istrazivanja. Naime, standardna analiza diferencijalne
ekspresije omogucila nam je potvrdu duplo niZe ekspresije SAHH utvrdene kod prvog pacijenta
RT-qPCR-om, a dodatnom analizom ekspresije specificnog alela (ASE) specijalnim
bioinformatickim alatima otkrili smo neuravnotezenu ekspresiju izmedu alela. Ispitivanje ovog
fenomena danas se Siroko primjenjuje u detekciji regulatornih varijanti koje utje¢u na gensku
ekspresiju, kao Sto su besmislene mutacije. IstraZzivanje povezanosti genetskih varijanti
identificiranih kroz projekt 1000 genoma (1KG) i transkriptomskih profila limfoblastoidne

stani¢ne linije (LCL) pokazalo je znacajna odstupanja broja NGS-ocitanja s besmislenim
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mutacijama, za razliku od onih sa sinonimnim varijantama, pokazuju¢i da je degradaciju
transkripata s PTC-om moguce indirektno detektirati pomoéu mRNAseq-a [171]. Sli¢na
analiza proSirenog skupa podataka od ak 462 razlicitih ispitanika takoder je potvrdila isti efekt
uCestalog nedostatka ocitanja alternativnih (stop) alela na heterozigotnim pozicijama
besmislenih mutacija [172]. Isti pristup iskoristili smo i u nasoj analizi podataka dobivenih
mRNAseq-om. Kvantifikacijom referentnih i alternativnih ocitanja na pozicijama istrazivanih
mutacija (W112*, Y143C i1 Y328D) utvrdili smo izrazeni manjak sekvenci s besmislenom
mutacijom W112* (5-9 %) u uzorcima prvog pacijenta, dok je distribucija ocitanja kod osmog
pacijenta pokazala ocekivani omjer od priblizno 50 % za svaki heterozigotni lokus (Slika 32.).
Time smo potvrdili da u primarnim stanicama pacijenta dolazi do selektivnog uklanjanja samo
transkripata s besmislenom mutacijom, impliciraju¢i aktivaciju mehanizma NMD-a, $to je u
skladu s naSom hipotezom. Vazno je istaknuti da sekvenciranjem transkriptoma odnosno
kodiraju¢ih sljedova gena, nismo mogli istraziti prisutnost drugih varijanti u nekodiraju¢im
dijelovima, koje takoder mogu znacajno modulirati aktivnost alela s PTC-om, kao S$to su
mutacije u promotorskim sljedovima ili u mjestima izrezivanja introna. Sekvenciranjem cijelog
genoma u buducim istrazivanjima dobio bi se uvid i u ove klju¢ne regulatorne elemente i
njihove potencijalne varijacije, ¢ime bi se upotpunili dobiveni rezultati i dodatno potkrijepili
nasi zakljucci. Unato¢ tome, sagledavajuc¢i sve dobivene rezultate ekspresijskih ucinaka
mutacija W112* i Y143C, moZemo zakljuciti da besmislena mutacija W112* ima presudan
utjecaj na jacinu fenotipa bolesti kod prvog pacijenta. Nase istrazivanje pokazalo je da mutacija
W112* narusava ukupnu ekspresiju gena SAHH zbog efikasnog stani¢no uklanjanja defektnih
transkripata mehanizmom NMD, §to u konacnici rezultira znacajnim nedostatkom proteina u
eukariotskim stanicama. U kontekstu bioloskih sustava, za o¢ekivati je da potpuni nedostatak
esencijalnog proteina kao §to je SAHH ima puno teZe posljedice na klju¢ne stani¢ne procese i
normalnu funkciju stanice, za razliku od mutacija koje rezultiraju smanjenom, ali djelomi¢no
oCuvanom funkcijom. Ovaj bioloski koncept objasnjava kako dokazani potpuno inaktivacijski
ucinak mutacije W112* (engl. complete loss-of-function mutation) dovodi do tako znacajne
neravnoteZze metioninskih metabolita SAM i SAH ve¢ u ranoj zivotnoj dobi pacijenta te
posljedi¢no, teskog fenotipa nedostatne aktivnosti SAHH-a.

Sagledavaju¢i rezultate naseg istrazivanja u pogledu novih terapija koje bi mogle
kompenzirati utvrdeni ekspresijski u€inak mutacije W112*, u buduénosti je potrebno
razmotriti strategiju promicanja iS¢itavanja preuranjenih stop-kodona (engl. PTC readthrough)
[173]. Ovaj inovativni pristup temelji se na spojevima koji poticu zaobilazenje terminacije

translacije uzrokovane PTC-om i imaju potencijal povratiti ekspresiju proteina u stanicama te
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ublaziti klinicku prezentaciju bolesti. Odredeni spojevi, kao $to su aminoglikozidni antibiotici
i njihovi derivati, ve¢ su pokazali sposobnost povecanja proizvodnje funkcionalnih proteina
kod poremecaja uzrokovanih besmislenim mutacijama, kao $to su rak dojke [174], cisticna
fibroza [175] 1 retinis pigmentosa [176]. Osim aminoglikozida, mala molekula pod nazivom
ataluren istice se po svo0joj izuzetnoj sposobnosti indukcije ribosomalnog is¢itavanja PTC-ova
[177]. Nedavna klinicka studija utvrdila je u€inkovitost ovog spoja u ublazavanju fenotipa
Duchennove misic¢e distrofije uzrokovane besmislenim mutacijama [178], ¢ime je ataluren
postao prvi lijek ove vrste odobren za klinicku upotrebu. lako su dodatna ispitivanja
ucinkovitosti ovih spojeva u kontekstu razmatranog slucaja nedostatne aktivnosti SAHH-a
neophodna, spoznaje proizaSle naSim istraZivanjem doprinose temeljnom razumijevanju
mehanizma mutacije W112* i buduem napretku personalizirane skrbi za ovu skupinu
pacijenata.

Za razliku od besmislene mutacije, ¢iji smo funkcionalni u¢inak detektirali direktno
iz transkriptomskih profila stanica pacijenta, posljedice pogresne mutacije Y328D detaljnije
smo proucili indirektno, analizom diferencijalno eksprimiranih gena. Pretpostavili smo da
varijacije u genskoj aktivnosti izmedu stanica koje eksprimiraju mutirani i divlji tip proteina
mogu dati uvid u mehanizme adaptacije stanice na ekspresiju mutanta SAHH-Y328D te time
pridonijeti identifikaciji specificnih gena i mehanizama odgovornih za nedostatak ovog
proteina. Medutim, diferencijalni ekspresijski profil primarnih stanica pacijenta, koji ukljucuje
cak 1355 gena, predstavljao je sloZen skup podataka posebno izazovan za interpretaciju u
kontekstu nasih specifi¢nih ciljeva. Naime, utvrdivanje kauzalnosti promjena aktivnosti
velikog broja gena posebno je otezano kod ovog oboljenja jer je prethodnim istrazivanjima
pokazano da sam nedostatak aktivnosti SAHH-a dovodi do promjena u metilaciji stani¢nog
genoma kod pacijenata [153]. Stoga, kako bi eliminirali nespecificne promjene u genskoj
aktivnosti zbog opéeg poremecaja metilacijskog ciklusa u primarnim stanicama, analizirali
smo transkriptome stani¢nih modela HepG2. Stanice hepatocelularnog karcinoma odabrane su
kao najrelevantniji modelni sustav, s obzirom na to da su poremecaji jetre jedna od glavnih
odrednica nedostatne aktivnosti SAHH-a, posebice u slucaju pacijenta sa istrazivanom
mutacijom Y328D. Za razliku od fibroblasta, stani¢ni modeli karakterizirani su uniformnom
genetskom osnovom, s iznimkom ekspresije razli¢itih rekombinantnih gena SAHH (WT i
Y328D). Ovo obiljezje omogucilo nam je postavljanje naglaska transkriptomske analize na
identifikaciji gena koji su odgovorni za nedostatak ekspresije proteina s mutacijom Y328D.
Analiza je rezultirala s ukupno 48 diferencijalno eksprimiranih gena koji kodiraju za proteine

(Tablica 11.), koji ocekivano vecinom sudjeluju u procesima genske ekspresije, njene
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regulacije te procesuiranja i sinteze stanicnih makromolekula (Slika 30.). Pregledom njihovih
bioloskih uloga, otkrili smo prekomjernu ekspresiju gena TRIM33 (logoFC=1,23, pad j< 0,05),
¢iji se proteinski produkt ubraja u skupinu E3-ubikvitinskih ligaza. Ova obitelj enzima je
kljuéna komponenta reakcijske kaskade koja obiljezava stani¢ne proteine ubikvitinom,
usmjeravajudi ih za degradaciju putem UPS-a [127]. Anotacijom ljudskih gena koji sadrze
karakteristi¢ne sljedove katalitickih domena ligaza E3, Li i suradnici identificirali su preko 600
razli¢itih gena koji kodiraju za ovu vrstu proteina [133]. Budu¢i da direktno interagiraju sa
supstratima, iznimna raznolikost ovih enzima naglaSava njihovu centralnu ulogu u odredivanju
specificnosti cjelokupnog UPS-a, osiguravajudi stanici fleksibilan i dinami¢ni sustav regulacije
Sirokog spektra proteina. Vazno je napomenuti da je u nekoliko prijasnjih studija protein
TRIM33 (poznat i kao TIFly i Ectodermin) identificiran kao regulator razli¢itih stani¢nih
proteina. Dupont i suradnici pokazali su da prekomjerna ekspresija TRIM33 smanjuje
endogene razine proteina Smad4 u stanicama 293T, a ovaj efekt moguce je povratiti tretmanom
stanica s MG-132, inhibitorom proteasoma 26S [179]. Xue i suradnici sli¢nim su pristupom
pokazali da TRIM33 utjece na razine -katenina u stanicama U87 i SW480, a eksperimentima
inhibicije proteasoma utvrdili su da je i ova regulacija posredovana UPS-om [180]. Jo$ jedna
nedavna studija ustanovila je da TRIM33 potice ubikvitinaciju i degradaciju transkripcijskog
faktora E2f4 [181], proSirujuci spektar njegovih poznatih interakcijskih partnera i regulatornih
supstrata. U okviru rezultata naseg istrazivanja, prekomjerna ekspresija TRIM33 u stani¢nim
modelima HepG2 sugerira da bi mutant SAHH-Y 328D mogao biti novootkrivena regulatorna
meta ove E3-ubikvitinske ligaze. Dobiveni rezultati otvaraju put za buduce funkcionalne
studije pomocu kojih bi se potvrdila pretpostavljena regulatorna uloga proteina TRIM33,
ukljucujuéi 1 analize proteinskih interakcija metodom koimunoprecipitacije (Co-IP) ili
afinitetnim povlaenjem proteinskih kompleksa (engl. protein pull-down assay). Ovim
analizama ne samo da bi se ispitala direktna interakcija izmedu ova dva proteina, vec¢ bi se
mogli detektirati i drugi interakcijski partneri specifi¢ni za mutanta SAHH-Y328D. Buduce
prouCavanje interakcija protein-protein od interesa je za detaljnije razumijevanje stani¢nog
prepoznavanja ovog mutanta, ¢cime bi se proSirile moguénosti za preciznu modulaciju njegove
ekspresije u terapijske svrhe.

Detekcijom prekomjerne ekspresije E3-ubikvitinske ligaze TRIM33, pretpostavili
smo da se u pozadini nedostataka proteina SAHH-Y 328D nalazi njegova pojacana degradacija
UPS-om. Kako je ranije navedeno, pogresne mutacije nerijetko dovode do destabilizacije i

nepravilnog smatanja proteina, a njihovo ciljano uklanjanje predstavlja klju¢ni obrambeni
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mehanizam stanice protiv Stetnih posljedica defektnih proteina. Iako UPS ima primarno
zastitnu ulogu u odrZavanju stanicne homeostaze, u kontekstu genetskih poremecéaja moze
predstavljati temeljni mehanizam bolesti. Ward i suradnici pokazali su da mutacija AF508, koja
je odgovorna za vise od 70 % slucajeva cisti¢ne fibroze, remeti pravilno smatanje proteina
CFTR, sto rezultira njegovom brzom degradacijom UPS-om [182], iako sama mutacija ne
naruSava fiziolosku aktivnost proteina [183]. Ovakav uc¢inak pokazan je i za protein CFTR s
pogresnom mutacijom N1303K, koja se takoder povezuje s teskim fenotipom cisti¢ne fibroze
[184]. Nadalje, rijetki poremecaji metabolizma fenilalanina (fenilketonurija) 1 tirozina
(tirozinemija tipa 1) uzrokovani su mutacijama u genima PAH odnosno FAH, a odredene
pogresne mutacije takoder dovode do proteasomske degradacije proteina fenilalanin
hidroksilaze (PAH) [185] i fumarilacetoacetat hidrolaze (FAH) [185]. U okviru naseg
istrazivanja, po prvi puta smo pokazali da i kod nedostatne aktivnosti SAHH-a, jedna pogresna
mutacija (Y328D) znacajno narusava samu proizvodnju proteina. Naime, povecanje razina
proteina SAHH-Y328D nakon selektivne inhibicije proteasoma 26S u naSim stani¢nim
modelima (Slika 33.), podupire hipotezu o posttranslacijskoj degradaciji ovog mutanta UPS-
om. Uz to, konfokalnom mikroskopijom ustanovili smo tendenciju njegovog unutarstanicnog
nakupljanja pri poviSenim koncentracijama (Slika 35.), sugeriraju¢i znacajne strukturne
anomalije izazvane supstitucijom 328. tirozina u aspartat. Ove rezultate dodatno smo
potkrijepili analizom energijskih 1 strukturnih promjena izazvanih navedenom
aminokiselinskom izmjenom in silico (Tablica 12.), otkrivaju¢i znacajan nedostatak privla¢nih
interakcija unutar hidrofobnog centra proteina (Slika 36.). Zbog kriticne uloge hidrofobnih
jezgara u pravilnom smatanju i odrzavanju nativnih struktura proteina, rezultati naSeg
istrazivanja impliciraju nepremostive strukturne anomalije uzrokovane mutacijom Y328D.
Ova ostecenja znacajno destabiliziraju protein i potencijalno kompromitiraju njegovo pravilno
smatanje, $to rezultira njegovim proteasomskim uklanjanjem kako bi se izbjeglo formiranje
unutarstani¢nih proteinskih agregata te oCuvala stani¢na homeostaza. Posljedi¢no dolazi do
gotovo potpunog nedostatka ekspresije ovog esencijalnog enzima u eukariotskim stanicama,
Sto doprinosi patogenezi nedostatne aktivnosti SAHH-a. Dokazani ekspresijski utjecaj mutacije
Y328D stoga pruza objasnjenje drasti¢ne neravnoteze metioninskih metabolita SAM 1 SAH
zabiljezene kod pacijenta s ovom mutacijom te razjasnjava molekularnu pozadinu teSkog
fenotipa bolesti kod ovog slucaja oboljenja.

Na temelju razjasnjenih mehanizama u pozadini specificnog ucinka pogreSne

mutacije Y328D, buduca istrazivanja mogla bi se usmjeriti na strategije povecanja stabilnosti
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mutiranog proteina. U tom kontekstu, potrebno je istraziti primjenu molekularnih Saperona,
specijaliziranih proteina koji pomazu u procesu smatanja i stabilizaciji drugih stani¢nih
proteina. Farmakoloska indukcija ekspresije endogenih Saperona, kao $to su proteini toplinskog
Soka (HSP, od engl. heat-shock proteins), ve¢ se pokazala se kao uspjesan pristup u stabilizaciji
mutiranih proteina povezanih s bolestima kao S§to su spinocerebralna ataksia [186] i
fenilketonurija [187]. Osim toga, primjena malih molekula, takozvanih farmakoloSkih
Saperona, koji specifi€no vezu i stabiliziraju proteine, danas je jedna od glavnih strategija
lijeCenja bolesti uzrokovanih pogresnim mutacijama koje destabiliziraju proteine [89].
Pronalazak ucinkovitog nacina povecanja stabilnosti proteina SAHH, u kombinaciji s
preciznom modulacijom proteasomske aktivnosti, predstavljalo bi nove personalizirane
strategije lijeCenja nedostatne aktivnosti SAHH-a uzrokovane mutacijom Y328D, ali i ostalih
mutacija za koje se budu¢im studijama pokaze da znacajno utjecu na stabilnost i ekspresiju
ovog proteina. U konacnici, integrirajuci rezultate ovog i predloZenih bududih istraZivanja,
otvara se mogucénost poboljSanja kvalitete zivota pacijenata koji boluju od ove rijetke bolesti

te trenutno imaju ogranicene opcije lijeCenja.
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6.

1.

10.

ZAKLJUCCI

U fibroblastima prvog (W112*/Y143C) i osmog (Y328D/Y 143C) pacijenta smanjene su
razine proteina SAHH, dok su kod prvog pacijenta smanjene i razine mRNA gena SAHH.
Rekombinante proteine SAHH s mutacijama W112*, Y143C, Y328D moguce je
sintetizirati in vitro bez razlika u prinosu izmedu mutanata uporabom izvanstani¢énog
ekspresijskog sustava koji se temelji na uporabi lizata humanih stanica.

Stani¢ni modeli ljudskih stanica Hek293, HepG2 1 SW480 koji stabilno eksprimiraju
rekombinantne proteine SAHH s mutacijama W112*, Y143C, Y328D i divljeg tipa (WT)
uspjesno su pripremljeni lentivirusnom transdukcijom transgena.

Mutacije W112* 1 Y328D uzrokuju smanjenu ekspresiju rekombinantnog proteina SAHH
u svim pripremljenim stani¢nim modelima, dok mutacija Y143C ne uzrokuje promjene u
ekspresiji proteina u odnosu na divlji tip.

Mutacija W112* dovodi do smanjenja, ali ne i potpunog nedostatka ekspresije
rekombinantnog gena SAHH, dok mutacije Y328D i Y143C ne uzrokuju promjene u
razinama mRNA.

U fibroblastima prvog pacijenta (W112*/Y143C) postoji neuravnotezena ekspresija alela
SAHH zbog nedostatka transkripata s besmislenom mutacijom W112* sugerirajuci njihovu
degradaciju NMD-om.

U stanicnim modelima HepG2 koji stabilno eksprimiraju protein SAHH-Y328D
identificirano je 48 gena s promijenjenom ekspresijom u odnosu na stanice koje
eksprimiraju divlji tip rekombinantnog proteina SAHH.

Diferencijalno eksprimirani geni u stanicnim modelu HepG2 veéinom sudjeluju u
procesima genske ekspresije, regulaciji genske ekspresije i u biosintezi stani¢nih
makromolekula, a E3-ubikvitinska ligaza TRIM33 potencijalni je regulator ekspresije
proteina SAHH-Y328D.

Inhibicija proteasomske aktivnosti u stanicnim modelima uzrokuje poveéanje razina
proteina SAHH-Y328D i njegovo unutarstani¢no nakupljanje.

Racunalna predvidanja karakteriziraju mutaciju Y328D kao izrazito destabilizirajucu zbog
gubitka mnogih privla¢nih (nepolarnih) interakcija unutar hidrofobnog centra proteina

SAHH uslijed izmjene 328. tirozina u aspartat.
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8. POPIS KRATICA

ASE- alel specifi¢na ekspresija (engl. allele-specific expression)

cDNA- komplementarna deoksiribonukleinska kiselina (engl. complementary DNA)
DNA- deoksiribonukleinska kiselina

EJC- proteinski kompleks na spojnici eksona (engl. exon-junction complex)
GO-genska ontologija

LNG- Laboratorij za naprednu genomiku

logoFC-logaritamska promjena ekspresije gena

mqH;O-ultra-Cista voda, tip 1 voda (engl. Milli-Q water)

mRNA- glasnicka RNA (engl. messenger RNA)

mRNAseq- sekvenciranje mRNA

NGS- sekvenciranje sljedece generacije (engl. next generation sequencing)

NMD- mehanizam degradacije besmislenih transkripata (engl. nonsense mediated decay)
PCR- lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

PTC- preuranjeni stop-kodon (engl. premature termination codon)

RIN- engl. RNA Integrity Number

RNA- ribonukleinska kiselina

RT-qPCR- kvantitativni PCR uz reverznu transkripciju (engl. reverse transcription-PCR)
SAH- S-adenozilhomocistein

SAM- S-adenozilmetionin

SAHH- S-adenozilhomocistein hidrolaza

SNP- polimorfizam jednog nukleotida (engl. single-nucleotide polymorphism)

UPS- ubikvitin-proteasomski sustav (engl. ubiquitin-proteasome system)
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