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Uticaj varijanti u kodiraju¢im i nekodirajucim regionima gena
uzrocnika i gena modifikatora na fenotip pacijenata sa

hiperfenilalaninemijom

REZIME

Hiperfenilalaninemija (HPA) predstavlja najces¢i nasledni poremecaj
metabolizma aminokiselina (ucestalost 1:10 000) koji se karakteriS§e poviSenim nivoom
fenilalanina u krvi. ViSak fenilalanina ima toksi¢an efekat na razvoj mozga, 1 ukoliko se
pravovremeno ne uvede odgovarajuca terapija, dolazi do teske i ireverzibilne mentalne
retardacije pacijenta. U oko 98% slucajeva, HPA je uzrokovana mutacijama u genu za
fenilalanin hidroksilazu (PAH) i tada je poremecaj poznat kao fenilketonurija (PKU). U
1-2% slucajeva HPA je posledica deficijencije esencijalnog kofaktora enzima PAH,
tetrahidrobiopterina (BH4), koja nastaje usled mutacija u genima odgovornim za
biosintezu (gen za piruvoil tetrahidropterin sintazu — P75 i gen za GTP ciklohidrolazu —
GCH]) ili metabolizam BH4 (gen za dihidropteridin reduktazu — QDPR i gen za pterin-
4a-karbinolamin dehidratazu, PCBD). S obzirom na ozbiljne i ireverzibilne posledice
koje HPA izaziva, od presudne vaznosti je precizno postavljanje dijagnoze i $to ranija
primena odgovarajuce terapije. U Srbiji je molekularno geneti¢ka karakterizacija gena
PAH uvedena 2004. godine, medutim, neophodno je uspostaviti dodatne metode radi
sveobuhvatne identifikacije 1 funkcionalne karakterizacije varijanti identifikovanih u
razli¢itim genima uzro¢nicima HPA. Ovakav pristup imao bi znacajnu primenu za
diferencijalnu dijagnostiku pacijenata sa HPA u Srbiji i pravovremeno uvodenje
odgovarajuce terapije specifine za genotip pacijenta. U slucaju fenilketonurije, iako
mutirani genotip PAH predstavlja glavnu odrednicu PKU fenotipa, primeéeno je da nije
uvek moguce predvideti fenotip samo na osnovu genotipa. Smatra se da geneticki
faktori koji doprinose razvoju finalnog PKU fenotipa (posebno kognitivnog PKU
fenotipa) jo$ uvek nisu dovoljno istrazeni. Stoga bi identifikacija novih intra-genskih
(npr., novih elementa ukljuenih u regulaciju transktipcije) modulatora PKU fenotipa,

kao 1 novih gena modifikatora doprinela njegovom boljem razumevanju.



U prvom delu ovog istrazivanja je izvrSena sveobuhvatna molekularna
karakterizacija varijanti u genima uzro¢nicima kod 76 pacijenata sa HPA u Srbiji.
Primenom DNK sekvenciranja kompletnog kodirajuéeg regiona gena PAH, egzon-
intron granica, promotorskog regiona, kao i primenom MLPA (multiplex ligation-
dependent probe amplification) metode, detektovano je 29 poznatih i 1 nova mutacija.
Po prvi put je kod pacijenta iz Srbije detektovana velika delecija (c.510-? 706+?del), 1
to sa ucestalos¢u od 1,33%. Osim toga, optimizovana je metoda za detekciju mutacija u
genu PTS (DNK sekvenciranje kompletnog kodiraju¢eg regiona), zaduZenom za
biosintezu BH4, i tom prilikom je kod jednog pacijenta detektovana mutacija
p-Aspl36Val, u homozigotnom stanju. Ovo je prvi slu¢aj BH4 deficijencije u Srbiji,
koji je identifikovan zahvaljujuéi primeni molekularne genetike i uvodenju metoda za
detekciju mutacija u genu PT7S. Ucestalost deficijencije P7S u analiziranoj grupi HPA
pacijenata iznosi 1,31%. Zahvaljuju¢i kombinovanju razli¢itih metoda, postignut je nivo
detekcije mutacija od ¢ak 99,34% za HPA u Srbiji, a na osnovu spektra detektovanih
mutacija je konstruisan dijagnosticki algoritam za Srbiju, koji omogucéava brzu, lakSu i
pristupacniju detekciju mutacija u genima uzro¢nicima HPA. Dalje je, na osnovu
genotipa analiziranih PKU pacijenata, izvrSena 1 predikcija korisnosti nove
suplementacione terapije sa BH4. Uoceno je da bi 32% pacijenata sa PKU iz Srbije
najverovatnije imalo koristi od primene terapije sa BH4, dok maksimalan procenat

pacijenata koji bi mogli imati koristi od ovog novog leka iznosi 79%.

U drugom delu ovog istrazivanja je izvrSena funkcionalna analiza novootkrivene
aminokiselinske zamene p.GIn226Lys PAH (c.676C>A). U in vitro hepatoma sistemu je
pokazano da koli¢ina mutiranog p.GIn226Lys PAH-FLAG detektovanih Western blot
metodom, iznosi samo 1,2% u odnosu na nemutirani PAH-FLAG. Dodavanje
sepiapterina, intracelijskog prekursora BH4 koji ima protektivnu Saperonsku ulogu, nije
znacajno povecalo koli¢inu mutiranog proteina. Stoga je zakljuceno da je p.Gln226Lys

patoloska mutacija, koja pritom ne odgovara na suplementaciju sa BH4.

U tre¢cem delu ovog istrazivanja je izvrSena identifikacija i funkcionalna
karakterizacija novih transkripcionih regulatora u nekodiraju¢im regionima gena PAH.
U funkcionalnoj CAT esej analizi je pokazano da deo promotora gena PAH koji sadrzi

citozin na poziciji -170 (koji odgovara nemutiranoj sekvenci) funkcioniSe kao novi cis-



regulatorni element koji dovodi do smanjenja nivoa transkripcije, 1 to za 50% manje u
odnosu na kontrolni plazmid sa bazalnom promotorskom aktivno$¢u. Dalje je u EMSA
(electrophoretic mobility shift assay) supershift esejima pokazano da ovaj regulatorni
element vezuje KLF1 transkripcioni faktor. Osim toga, izvrSena je i funkcionalna
analiza VNTR regiona u 3' kraju gena PAH, pri ¢emu je pokazano da VNTR region,
nezavisno od tipa ponovaka, predstavlja novi regulatorni element, koji dovodi do
smanjenja intenziteta transkripcije, 1 dovodi do oko 60% smanjenja reporterske
aktivnosti u odnosu na kontrolni plazmid sa bazalnom promotorskom aktivno$éu. U
EMSA supershift esejima je pokazano da tip ponovka koji je najces¢i kod PKU
pacijenata u Srbiji, VNTR3, vezuje C/EBP alpha transkripcioni faktor. Dva nova
transkripciona regulatorna elementa, identifikovana u nekodiraju¢im regionima,
konkretno promotorskom i 3' regionu gena PAH, doprinose razumevanju fine regulacije

PAH ekspresije i potpunijem shvatanju kompleksnog fenotipa PKU.

U cetvrtom delu ovog istrazivanja je izvrSena analiza varijanti u potencijalnim
genima modifikatorima kognitivnog PKU fenotipa. Ova analiza je bila sprovedena
koriS¢enjem dva razli¢ita metodoloska pristupa, gde je prvi pristup podrazumevao
studiju odabranog gena-kandidata, dok je drugi pristup za cilj imao identifikaciju novog
gena modifikatora na nivou celog genoma. Prvo je uradena studija asocijacije u
literaturi opisane varijante m.10398G>A iz mitohondrijskog gena MT-ND3 sa
kognitivnim fenotipom 64 pacijenata sa PKU (evaluiranom u obliku vrednosti 1Q), pri
¢emu je pokazano da izmedu nosilaca m.10398A 1 m.10398G nije pronadena statisticki
znacajna razlika u srednjoj vrednosti IQ. Zatim je u istrazivanju koje je za cilj imalo
identifikaciju novih gena modifikatora kognitivnog PKU fenotipa, kompletna genomska
sekvenca 10 neleCenih PKU pacijenata (iz 6 porodica) sa normalnim kognitivnim
razvojem analizirana metodom sekvenciranja nove generacije. Tom prilikom su se,
nakon ekstenzivne bioinformaticke obrade, kao potencijalni geni modifikatori PKU
kognitivnog fenotipa izdvojili SHANK geni, s obzirom da su njihovi proteinski produkti
ukljuceni u sinapticku transmisiju i da su kod ¢ak 4 od 6 analiziranih porodica u nekom
od 3 SHANK gena (SHANKI, SHANK? ili SHANK3) identifikovane benigne varijante
(ukupno 6 varijanti). Za SHANK proteine koji nose identifikovane varijante je in silico

analizom pokazano da mogu zadobiti nove karakteristike, te mogu imati protektivni



modifikatorski efekat na razvoj kognitivnih poremecaja pacijenata sa PKU. Njihovo

otkri¢e moZe imati ogroman znacaj za razvoj nove strategije leCenja pacijenata sa PKU.

Klju¢ne recéi: DNK varijante, fenilketonurija, gen PAH, genotip-fenotip korelacija, geni
modifikatori, hiperfenilalaninemija, regulacija transkripcije, sekvenciranje nove

generacije, tetrahidrobiopterin deficijencija.
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Impact of variants in coding and noncoding regions of disease-causing
and modifier genes on phenotype of patients with

hyperphenylalaninemia

ABSTRACT

Hyperphenylalaninemia (HPA) is the most frequent inborn error of amino acid
metabolism (incidence 1:10 000) and it is characterized by an increased level of blood
phenylalanine. Excessive phenylalanine has a toxic effect on brain development, and if
left untreated, leads to a severe and irreversible mental retardation of a patient. In
approximately 98% of all cases, HPA is caused by mutations in phenylalanine
hydroxylase (PAH) gene and in such case the disorder is known as phenylketonuria
(PKU). In other 1-2% of the cases, HPA results from deficiency of an essential cofactor
of the PAH enzyme, tetrahydrobiopterin (BH4). BH4 deficiency can therefore result
from mutations in two genes responsible for BH4 biosynthesis, 6-pyruvoyl-
tetrahydropterin synthase (P7S) gene and GTP cyclohydrolase I (GCHI) gene, or it can
be due to mutations in genes responsible for BH4 metabolism, dihydropteridine
reductase (DHPR) gene and pterin-4a-carbinolamine dehydratase (PCBD) gene. Due to
serious and irreversible consequences of HPA, it is essential to establish an accurate
diagnosis of a patient, and start appropriate treatment as soon as possible. In Serbia,
molecular genetics characterization of the PAH gene was introduced in 2004. However,
it is necessary to establish additional methods for comprehensive identification and
functional characterization of variants detected in various genes that cause HPA. This
approach can have an important application for differential diagnosis of HPA patients in
Serbia and it enables a prompt introduction of adequate genotype-specific treatment. In
case of PKU, although mutant PAH genotype represents the main determinant of PKU
phenotype, it is not always possible to predict the phenotype based only on genotype.
Genetic factors which attribute to development of final PKU phenotype (especially
cognitive PKU phenotype) are still poorly understood. Therefore, the identification of

the new intragenic modulators (eg. new elements involved in transcription regulation) of



PKU phenotype, as well as the new modifier genes, would lead to its better

understanding.

The first part of this research featured a comprehensive molecular
characterization of variants in disease-causing genes in 76 patients with HPA in Serbia.
DNA sequencing of the whole coding region of the PAH gene, exon-intron boundaries,
promoter region and MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) analysis
led to a detection of 29 known and 1 new mutation. For the first time in Serbia, a large
deletion (c.510-?_706+?del) was detected in one patient in homozygous state, therefore
having a frequency of 1,33%. Also, mutation detection in the PT7S, gene responsible for
BH4 biosynthesis, was optimized, and it involved DNA sequencing of the whole coding
region. At the time, mutation p.Aspl36Val was detected in one patient, in a
homozygous state. This is the first case of BH4 deficiency in Serbia, which was
identified owing to the application of molecular genetics and optimization of the PTS
gene mutation detection. Frequency of PTS deficiency in the analyzed group of HPA
patients is 1,31%. By combining various methods, the level of mutation detection
reached 99,34% for HPA in Serbia. Based on the spectrum of detected mutations, a
diagnostic algorithm was established for Serbia, which enables faster, easier and more
affordable detection of mutations in HPA-causing genes. Furthermore, a prediction of
BH4 responsiveness was conducted based on the analyzed PKU patients’ genotypes,
and it was shown that 32% of PKU patients from Serbia would most probably benefit
from BH4 therapy, while the maximum of the patients that could benefit from the BH4

treatment is up to 79%.

The second part of the research consisted of a functional analysis of detected
nonsynonymous substitution p.GIn226Lys PAH (c.676C>A). Using an in vitro
expression hepatoma system, it was demonstrated that the amount of mutant
p.GIn226Lys PAH-FLAG detected by Western blot was only 1.2% compared to wt
PAH-FLAG. Furthermore, the addition of sepiapterin, intracellular precursor of BH4
with a protective chaperone-like function, did not significantly increase the amount of
mutant protein. Therefore, it was concluded that p.GIn226Lys is a disease causing

mutation, and it does not respond to BH4.



The third part of the research comprised the identification and functional
characterization of new transcription regulators in noncoding regions of the PAH gene.
Functional CAT assay analysis demonstrated that the PAH promoter region with
cytosine at -170 position (analogous to wt sequence) functions as new cis-regulating
element. This element decreases the level of transcription up to 50% compared to the
control plasmid with basal promoter activity. In addition, EMSA (electrophoretic
mobility shift assay) supershift assay showed that this regulatory element binds KLF1
transcription factor. Furthermore, functional analysis of VNTR region at 3’ part of PAH
gene showed that this VNTR region, regardless of the tandem repeat type, acts as a new
regulatory element. This element decreases level of transcription approximately up to
60% in comparison with control plasmid with basal promoter activity. EMSA supershift
assays demonstrated that the most frequent type of repeats in PKU patients in Serbia,
VNTR3, binds C/EBP alpha transcription factor. These two new transcription regulatory
elements, identified in noncoding regions (promoter and 3’ region of the PAH gene)
contribute to better understanding of PAH expression regulation and can lead to a more

comprehensive knowledge of complex PKU phenotype.

The fourth part of the research involved analysis of variants in putative PKU
cognitive phenotype modifier genes. This analysis was conducted using two different
approaches; the first proposed study of a selected gene-candidate, whereas the second
approach aimed at identifying new modifier genes at the level of the whole genome.
Firstly, a study was conducted to assess the possible association of m.10398G>A
variant in mitochondrial MT-ND3 gene and cognitive phenotype of 64 patients with
PKU (evaluated as 1Q scores), which exhibited no statistically relevant difference in
average 1Q between carriers of m.10398A and m.10398G. Then, in research which
aimed to identify new modifier genes of cognitive PKU phenotype, complete genome
sequence of 10 untreated PKU patients (from 6 families) with normal cognitive
development was analyzed using new generation sequencing method. After extensive
bioinformatics analysis, SHANK genes were selected as potential modifier genes of
PKU cognitive phenotype, given that their protein products are involved in synaptic
transmission. Furthermore, for 4 of 6 analyzed families, benign variants were identified
in one of the 3 SHANK genes (SHANKI, SHANK2 or SHANK3). In silico analysis
showed that SHANK proteins which carry identified variants could gain new



characteristics, and thus, could have a protective modifier effect on development of
cognitive dysfunction in PKU patients. Their discovery could hold great value in

development of new strategies for treatment of patients with PKU.

Keywords: DNA variants, genotype — phenotype correlation, hyperphenylalaninemia,
modifier genes, new generation sequencing, PAH gene, phenylketonuria, regulation of

transcription, tetrahydrobiopterin deficiency.
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1.1. HIPERFENILALANINEMIJA

Hiperfenilalaninemija (HPA) predstavlja naj¢eS¢i nasledni poremecaj
metabolizma aminokiselina. Najznacajnija karakteristika ovog oboljenja, kojoj duguje i
ime, jeste poviseni nivo aminokiseline fenilalanina u telesnim te¢nostima (Scriver et al.,
2008). Povecana koncentracija fenilalanina u krvi za krajnju posledicu ima oSte¢enje
nervnog tkiva — naime, ovaj veliki viSak fenilalanina prolazi kroz krvno-mozdanu
barijeru i dovodi do teske i ireverzibilne mentalne retardacije pacijenta, ukoliko se
pravovremeno ne uvede odgovarajuca terapija. Hiperfenilalaninemija sa genetickog
stanovista predstavlja heterogenu grupu bolesti budu¢i da, sa jedne strane, moze biti
uzrokovana mutacijama u genu koji kodira za enzim fenilalanin hidroksilazu (eng.
phenylalanine hydroxylase, PAH) 1 tada se naziva fenilektonurija (eng. phenylketonuria,
PKU), a sa druge strane, moze da nastane i usled deficijencije tetrahidrobiopterina,
BH4, esencijalnog kofaktora enzima PAH. U oba sluc¢aja nisu ispunjeni uslovi za
normalno funkcionisanje enzima PAH, pa je stoga i reakcija koju ovaj enzim katalizuje,
prevodenje fenilalanina u tirozin, znac¢ajno umanjena i nedovoljna da se odrzi

homeostaza fenilalanina u organizmu.

Ucestalost hiperfenilalaninemije iznosi oko 1:10 000 za belu populaciju (Scriver
et al., 2008). Medutim, ucestalosti znacajno variraju za razli¢ite populacije i krecu se od
1:4000 u Turskoj do 1:100.000 u Finskoj (Ozalp et al., 1990; Guldberg et al., 1995), dok

procenjena ucestalost HPA za Srbiju iznosi 1:15 130 novorodencadi (Pordevi¢, 2013).

Hiperfenilalaninemiju je prvi put opisao 1934. godine norveski lekar i
biohemicar Folling (Folling, 1934). Prouavaju¢i dvoje dece sa teSkom mentalnom
retardacijom, primetio je veliku koli¢inu metabolita fenilpiruvata u njihovom urinu.
Oboljenje je tada nazvao imbecillitas phenylpyrouvica, $to je kasnije preinaceno u
“fenilpiruvicna oligofrenija®, a bolest je uvrStena u metabolicke bolesti. Daljim
ispitivanjem veceg broja pacijenata Folling je utvrdio da se oboljenje nasleduje po
Mendelovim pravilima, kao autozomalno recesivno, a kao definitivni uzok je potvrdena
nemogucénost organizma pacijenta da metaboliSe aminokiselinu fenilalanin. Nesto
kasnije, Penrose i Quastel su potvrdili rezultate Folling-ovog rada i preimenovali

oboljenje u fenilketonurija — naziv koji je ostao i do danas (Penrose and Quastel, 1937).
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Osim toga, Penrose je medu prvima primetio da se mentalna retardacija kod ovih
pacijenata moze izbec¢i korigovanjem ishrane. UspeSna primena niskoproteinske dijete u
lecenju fenilektonurije je potvrdena tek nakon Drugog svetskog rata, kada je Bickel, uz
pomo¢ hemicara Woolfa, primenio specijalnu formulu safinjenu od meSavine
aminokiselina bez fenilalanina. Prve studije su pokazale da dijeta sa niskim sadrzajem
fenilalanina dovodi do smanjenja izlu€ivanja fenilpiruvata, kao i do poboljSanja u
razvoju pacijenta (Bickel, 1954). Tako je proteinska formula za PKU postala prva
dijetetska terapija za metabolic¢ku bolest, postav§i na ovaj nafin i model za lecenje

mnogih drugih metabolic¢kih bolesti.

U meduvremenu su intenzivna istrazivanja na biohemijskoj i molekularnoj
osnovi fenilketonurije dovela do otkrica da PKU pacijenti imaju deficijentnu aktivnost
enzima jetre, fenilalanin hidroksilaze (Jervis, 1953). Deceniju kasnije, Kaufman je
otkrio da je tetrahidrobiopterin neophodan kataliticki kofaktor fenilalanin hidroksilaze u
reakciji konverzije fenilalanina u tirozin (Kaufman, 1963). Nakon ovog otkri¢éa su
zabelezeni slucajevi pacijenata koji su osim povisenog fenilalanina imali i dodatne
neuroloske komplikacije, tako da im klasicna PKU dijeta nije pomogla. Ova neobi¢na
forma oboljenja je nazvana “maligna hiperfenilalaninemija”, pri ¢emu je pokazano da
kod ovih pacijenata uzrok bolesti ne lezi u deficijenciji PAH enzima, ve¢ kofaktora
BH4, usled mutacija u genima odgovornim za metabolizam BH4 (Smith, 1975;
Kaufman, 1975). Tako je prepoznata posebna forma HPA ¢ije je razlikovanje od PKU

od velike vaznosti za pravilno leenje pacijenta.

Pocetkom osamdesetih godina, zahvaljuju¢i brzom razvoju molekularne
genetike, uspesno je klonirana ¢cDNK humanog gena PAH (Woo et al., 1983), §to je
omogucilo detekciju i analizu mutacija kod pacijenata iz raznih populacija, dok je
kompletna genomska sekvenca gena PAH sklopljena neSto kasnije (Dilella et al.,
1986). U meduvremenu su Erlandsen i Stevens uspes$no kristalizovali enzim PAH 1
opisali njegovu strukturu, S§to je omogucilo in silico analizu efekta mutacija (Erlandsen
and Stevens, 1999). U godinama koje su potom usledile, istrazivanja su uglavnom bila
usmerena na korelaciju genotipa i fenotipa, dakle, na nastojanje da se na osnovu dve
poznate mutacije u genu-uzro¢niku predvidi teZina klinic¢ke slike (Guldberg et al., 1998;

Kayaalp et al., 1997). Medutim, rastuci broj rezultata je svedocio da korelacija izmedu
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genotipa 1 fenotipa nije uvek jednostavna (Scriver and Waters, 1999), tako da se
istrazivanja u poslednjoj deceniji okrecu dodatnim faktorima koji bi mogli da doprinesu
konacnom fenotipu, kao S$to su geni modifikatori, transkripcioni regulatori koji
ucestvuju u genskoj ekspresiji, faktori koji utiCu na metabolizam fenilalanina u
organizmu, kao i transport kroz krvno-mozdanu barijeru (Moller et al., 1998; Lichter-
Konecki et al., 1999; Moller et al., 2005; Bik-Multanowski et al., 2006; Stojiljkovi¢ et
al., 2010). Posebno interesovanje je usmereno na do sada neistrazeni fenomen — na
razotkrivanje konkretnog mehanizma kojim viSak fenilalanina dovodi do oSteenja

mozga.

1.2. KLINICKA SLIKA I TERAPIJA PACIJENATA SA
HIPERFENILALANINEMIJOM

Hiperfenilalaninemija je kroz svoj istorijat ostala zabelezena kao prvi primer
nasledne bolesti coveka koja se leCi - ukoliko se pravovremeno uvede dijeta sa niskim
sadrzajem fenilalanina, mentalna retardacija moze biti izbegnuta, tako da je pacijentu
omoguceno da ima normalan psihomotorni razvoj, kao i da dostigne koeficijent
inteligencije (IQ) koji se nalazi u okviru proseka populacije. Neleceni pacijenti sa HPA
imaju karakteristicnu klini¢ku sliku: usporen psihomotorni razvoj, izrazenu mentalnu
retardaciju (vrednosti IQ se kre¢u u opsegu od 35 do 68), epilepsiju i razli¢ite oblike
poremecaja u ponasanju (hiperaktivnost, iritabilnost, depresija) (Scriver et al., 2008). Na
snimcima mozga se uoCavaju degenerativne promene na beloj masi, kao 1 poremecaj
mijelinizacije (Phillips et al., 2001). Osim toga, za nelecene pacijente je karakteristicna i
svetla pigmentacija koze 1 kose nastala usled manjka melanina, a osim svetle
pigmentacije, koza je izazito suva i sklona ekcematoznim promenama. Za razliku od
promena na kozi i kosi koje su reverzibilne, mentalna retardacija je ireverzibilna
ukoliko pacijent nije pravilno leCen od najranijeg uzrasta, dakle, od prvog meseca
zivota. Neophodno je da pacijent bude na odgovarajucoj terapiji bar do adolescentskog
perioda, ali se generalno preporucuje da se terapija nastavi tokom Ccitavog Zivota

(Scriver, 2007; Scriver et al., 2008; Weglage et al., 2013).
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Lecenje pacijenata sa HPA se razlikuje u zavisnosti da li je re¢ o fenilketonuriji
ili BH4 deficijenciji. Pacijenti sa PKU su od sredine proslog veka uspesno leceni
navedenom dijetetskom terapijom, dok pacijenti sa BH4 deficijencijom osim dijete
zahtevaju i dodatnu terapiju, o cemu ¢e biti reci kasnije. Dijeta za pacijente sa PKU je
izrazito restriktivna. Re¢ je o dijeti sa niskim sadrzajem proteina kojoj se dodaje
mesavina aminokiselina bez fenilalanina (Bickelova formula), a unos dozvoljenih
namirnica pazljivo se prati. Budu¢i da je PKU dijeta izuzetno teSka za striktno
pridrzavanje, veliki broj pacijenata vremenom odustaje od nje i mali broj njih se
pridrzava tokom c¢itavog Zivota (Scriver, 2007). Upravo zbog toga, istrazivanja su bila
usmerena na razvoj alternativnih terapija. Jedna od alternativnih terapija je ukljucivala
suplementaciju velikim neutralnim aminokiselinama, gde je princip zasnovan na
kompeticiji ovih aminokiselina sa fenilalaninom za transportere u digestivnom traktu ili
na krvno-mozdanoj barijeri (Koch, 2003). Drugi pristupi su ukljucivali terapije koje su
koris¢ene 1 za druge nasledne bolesti, kao Sto su genska terapija i enzimska terapija, 1
moze se re¢i da su i problemi pri ovakvim vrstama terapija bili sli¢ni kao 1 kod drugih
bolesti. Problemi genske terapije su, izmedu ostalog, ukljucivali bezbedno i uspeSno
dopremanje do ciljnog organa (jetre), kao 1 izbegavanje toksi¢nosti i insercione
mutageneze (Sarkissian et al., 2009). Sa druge strane, enzimska terapija fenilketonurije
ukljucuje dve moguénosti, zamenu sa samim enzimom PAH ili supstituciju sa enzimom
fenilalanin amonijum liazom (poreklom iz biljaka ili bakterija) koji prevodi viSak
fenilalanina u neskodljive produkte, trans-cimetnu kiselinu i amonijak. U oba slucaja
problem predstavlja uspesno dopremanje, koje je moguce premostiti upotrebom
fuzionih proteina, §to je predmet intenzivnih istraZivanja (Sarkissian et al., 2009).
Budu¢i da su svi navedeni vidovi terapije jo§ uvek u razliCitim fazama klinickih
ispitivanja, pacijentima sa PKU je do skoro jedinu terapeutsku opciju predstavljala

restriktivna niskoproteinska dijeta.

Tetrahidrobiopterin (BH4) je do skoro bio u upotrebi samo kao terapija za oblik
HPA koji nastaje usled njegove deficijencije. Medutim, 1999. godine, Kure i saradnici
su zabelezili sluc¢ajeve pacijenata sa PKU kod kojih je unoSenje BH4 uzrokovalo
smanjenje koncentracije fenilalanina u krvi, dok su pritom bili na normalnoj ishrani
(Kure et al., 1999). Rezultati su ubrzo potvrdeni i u drugim brojnim studijama, i tada je

primec¢eno da pozitivan odgovor na BH4 nije mogu¢ kod svih pacijenata sa PKU
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(Spaapen et al., 2001; Matalon et al., 2004; Matalon et al., 2005). Stoga su naredna
istrazivanja bila usmerena u pravcu rasvetljavanja mehanizma kojim BH4 dovodi do
sniZzenja koncentracije fenilalanina kod odredenih pacijenata. Tako je otkriveno da je
BH4 u stanju da se veZe za mutirane, ali donekle funkcionalne proteine PAH i tako ih
stabilizuje, omogucavaju¢i njihovu aktivnost, pa samim tim 1 sniZenje
hiperfenilalaninemije kod pacijenata (Erlandsen et al., 2004). Medutim, za razliku od
svih prethodno navedenih vidova terapije, terapija sa BH4 zavisi od genotipa pacijenta,
naime, pozitivan odgovor na BH4 se moze oc¢ekivati kod pacijenata kod kojih mutacije
u genu PAH dovode do delimi¢no aktivnih enzima (Desviat et al., 2004; Perez et al.,
2005; Trefz et al., 2009). Mutirani, ali delimi¢no aktivni proteini PAH ¢e u interakciji sa
BH4 zauzeti stabilniju formu koja je manje podlozna degradaciji, tako da se smatra da
je glavni mehanizam delovanja BH4 zastitni, tj. uloga slicna Saperonskoj (Erlandsen et
al., 2004). BH4 je nedugo potom uSao i u klinicka ispitivanja, a na trziSte lekova je
dospeo pocetkom 2008. godine kada je odobren od strane Evropske agencije za lekove 1
to pod pod imenom KUVAN. KUVAN je po strukturi sapropterin dihidrohlorid,
sintetiCka forma 6R-izomera BH4, i njegova upotreba kod nekih pacijenata moze u
potpunosti da zameni niskoproteinsku PKU dijetu, dok se kod drugih savetuje
kombinovanje dijete i leka KUVAN (Blau et al., 2009). Da bi se utvrdilo da li je
pacijent dobar kandidat za terapiju sa BH4, neophodno je uraditi standardizovani BH4
test optere¢enja. Medutim, budué¢i da odgovor pacijenta na BH4 zavisi od genotipa,
korisno je izvrsiti predikciju odgovora na osnovu mutacija prisutnih u genu PAH (Quirk

et al., 2012; Heintz et al., 2013).

S obzirom na teske i ireverzibilne posledice koje HPA izaziva, a pritom imajuci
u vidu da se te iste posledice mogu izbeci pravovremenom primenom odgovarajuce
terapije, vecina zemalja sprovodi skrining novorodencadi na poviSeni nivo fenilalanina
u krvi. Na ovaj nacin je pacijentu omoguceno da, uz pravilno sprovodenje terapije, od
najranijeg uzrasta ostvari normalan psihomotorni razvoj i o¢uva kognitivne sposobnosti.
Nakon $to se na neonatalnom skriningu utvrdi poviseni nivo fenilalanina, neophodno je
dijagnozu potvrditi i molekularnogenetiCkom analizom koja ¢e u genu-uzro¢niku
ukazati na prisustvo mutacije koja dovodi do razvoja bolesti i samim tim definitivno

potvrditi dijagnozu i ukazati na moguce terapijske mogucnosti.
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1.3. GENI UZROCNICI HPA

Kao $§to je ve¢ napomenuto, moguce je razlikovati dve forme HPA, gde daleko
ucestaliju formu predstavlja PKU, nastala usled mutacija u genu PAH (98% slucajeva
HPA), dok ostatak slucajeva HPA nastaje usled mutacija u nekom od gena zaduzenih za
metabolizam kofaktora BH4. U ovoj, znatno redoj formi HPA, mutacije mogu pogoditi
bilo gene za biosintezu (gen za piruvoil tetrahidropterin sintazu — P7S 1 gen za GTP
ciklohidrolazu — GTPCH), bilo gene za regeneraciju BH4 (gen za dihidropteridin
reduktazu — ODPR i gen za pterin-4a-karbinolamin dehidratazu, PCBD) (Blau et al.,
2001).

1.4. GEN PAH

Gen za fenilalanin hidroksilazu se u humanom genomu nalazi na hromozomu
12, u regionu 12q23.2 koji se prostire na oko 1,5 Mbp (Slika 1) (Lidsky et al., 1985;
DiLella et al., 1986; Venter et al., 2001). Genomska sekvenca PAH 1 njeni okolni
regioni prostiru se na 171 266 bp, pri ¢emu 5' UTR zauzima oko 27 Kb, a 3' sekvenca
nizvodno od poly(A) mesta u poslednjem egzonu oko 64,5 Kb. Gen PAH ima 13
egzona, pri ¢emu na njih odlazi samo 2,88% genomske sekvence izmedu start kodona i
3' poly(A) signala. U trinaestom egzonu su prisutna tri poliadenilaciona signala
(AATAAA), pri ¢emu se tre¢i najceSce koristi. Najkra¢i egzon je dug samo 57 bp
(egzon 9), dok je najduzi egzon 13 duzine 892 bp, pri cemu je srednja duZina egzona
170 bp. Svi egzoni su kodiraju¢i, a duzina iRNK je 2,4 kb. U slucaju introna, najkraci
iznosi 556 bp (intron 10), dok je najduzi 17 874 bp (intron 2), tako da je srednja duzina
introna 6 390 bp (Scriver, 2007; Scriver et al., 2008).
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Slika 1. Sema gena PAH sa pozicijom na hromozomu 12. Preuzeto i modifikovano sa
https://genetics2012disease.wikispaces.com/PKU.

1.5. MUTACIJE U GENU PAH

Od otkri¢a prvog mutiranog PKU alela pa do danas, otkriven je veliki broj
mutacija u genu PAH koje dovode do razvoja fenilketonurije. Do sada je u BIOPKU
bazi podataka registrovano 859 razli¢itih tipova geneti¢kih varijanti, dakle, promena u
sekvenci, od kojih je za preko 750 pokazano da je re¢ o mutacijama koje dovode do
nastanka oboljenja (www.biopku.org, www.hgmd.cf.ac.uk). Oko 63% svih mutacija
predstavljaju nesinonimne aminokiselinske zamene (eng. missense mutations) koje
nastaju usled promene samo jednog nukleotida, dok su promene koje obuhvataju veci
broj nukleotida znatno rede. Male delecije su prisutne sa oko 13%, zatim slede mutacije
koje menjaju mesto iskrajanja transkripta (eng. splice mutations) sa 11%, potom po
ucestalosti slede mutacije koje dovode do preuranjenog stop kodona (eng. nonsense
mutations) sa 5%, dok su velike delecije koje mogu obuhvatiti i ceo egzon rede i
pojavljuju se u oko 3% slucajeva. Najredi tip mutacija predstavljaju male insercije i

njihova ucestalost iznosi oko 1% svih mutacija (Scriver, 2007; Kozak et al., 20006).

Uprkos velikom broju otkrivenih mutacija i raznovrsnosti PKU alela, kada se
posmatra mutacioni spektar odredene populacije, moguée je primetiti da se gotovo
uvek mali broj mutacija nalazi na preko polovine PKU alela (Zschocke, 2003;
Stojiljkovic et al., 2006; Karaci¢ et al., 2009). Tako je u objedinjenom pregledu
postoje¢ih podataka o PKU mutacijama u Evropi Zschocke pokazao da se 29 mutacija
mogu smatrati Cestim u evropskim populacijama, dok su kao najcesc¢e oznacene

p.-Argd08Trp, IVS10-11G>A, IVSI12+1G>A, p.Tyr414Cys 1 p.Ile65Thr (Zschocke,
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2003). Medutim, ucestalost pojedinih mutacija varira od populacije do populacije, pri

¢emu je uputno utvrditi spektar mutacija za svaku zemlju ponaosob.

Poznavanje mutacionog spektra jedne populacije je od velike vaznosti za
planiranje dijagnostickog pristupa. Ukoliko je utvrdeno da je u datoj populaciji jedna
mutacija prisutna na velikom broju PKU alela, kao S§to je to npr. slu¢aj u Letoniji, gde
ucestalost p.Arg408Trp iznosi ¢ak 76% (Pronina et al., 2003), pozeljno je kao prvi
korak uraditi ciljanu detekciju date mutacije, a potom nastaviti sa pretrazivanjem ostalih
mutacija. U populacijama gde nekoliko razli¢itih mutacija ima pribliZzne ucestalosti, t;.
ni jedna pojedina¢na mutacija ne doprinosi znacajno ukupnoj ucestalosti, dijagnosticki

pristup bi trebalo da bude prvenstveno usmeren na pretrazivanje svih delova gena.

Prvu studiju koja je otkrila spektar PKU mutacija u Srbiji su sproveli
Stojiljkovi¢ 1 saradnici 2006. godine (Stojiljkovi¢ et al., 2006). Tom prilkom je utvrdeno
da je pet najces¢ih mutacija (p.Leud8Ser sa ucestaloS¢u od 21%, p.Arg408Trp sa 18%,
p.Pro281Leu sa 9%, p.Glu390Gly sa 7% 1 p.Arg261Gln sa 6%) prisutno na oko 60%
analiziranih PKU alela. Budu¢i da ni za jednu od mutacija nije pokazana pojedinacna
znacajna ucestalost, odabrani dijagosti¢ki pristup je pretpostavljao pretrazivanje
sekvenci egzona (zajedno sa egzon-intron granicama) uz otkrivanje onih kod kojih je
prisutna neka promena u odnosu na referentnu sekvencu, sa poslediénom
identifikacijom otkrivene promene. Metodoloski pristup je stoga ukljucivao
elektroforezu na gelu sa denaturiSu¢im gradijentom (DGGE) Sirokog raspona pra¢enu
sekvenciranjem DNK segmenata za koje je pokazano da nose neku promenu. Na ovaj
nacin je bila omogucena detekcija malih promena u citavom genu PAH. Medutim,

velike delecije koje obuhvataju ¢itave egzone su na ovaj nacin ostajale neidentifikovane.

1.6. TETRAHIDROBIOPTERIN I BH4 DEFICIJENCIJA

Tetrahidrobiopterin ~ (6R-L-eritro-5,6,7,8-tetrahidrobiopterin) je esencijalni
kofaktor grupe vaznih enzima u koju spadaju hidroksilaze aromati¢nih aminokiselina
(fenilalanin hidroksilaza, triptofan hidroksilaza i tirozin hidroksilaza), alkilglicerol

mono-oksigenaza, kao i tri izoforme NO (eng. nitric oxide, azot-monoksid) sintaze
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(Werner et al., 2011). Upravo zato BH4 ima znacajnu ulogu u velikom broju bioloskih
procesa 1 patoloSkih stanja koja uklju¢uju metabolizam aromati¢nih aminokiselina,
sintezu monoaminskih neurotransmitera, kardiovaskularnu i1 endotelnu disfunkciju,
imuni odgovor i osec¢aj bola (Werner et al., 2011). Postoje dva puta nastanka BH4 u
organizmu: de novo sinteza i regeneracija (Slika 2). BH4 se de novo sintetiSe od
guanozin trifosfata, GTP, kroz niz od tri reakcije koje vrSe enzimi GTP ciklohidrolaza I
(GTPCHI), 6-piruvoil-tetrahidropterin sintaza (PTPS) i sepiapterin reduktaza (SR).
Budu¢i da de novo biosinteza BH4 ne moze da obezbedi dovoljne koli¢ine kofaktora
kako za hepati¢nu hidroksilaciju fenilalanina, tako i za homeostazu neurotransmitera u
mozgu, regeneracija BH4 je neophodna. Regeneracija BH4 pociva na ve¢ postoje¢im
dihidropterinima 1 ukljucuje aktivnost druga dva enzima, dihidropteridin reduktaze
(DHPR) 1 pterin-4a-karbinolamin dehidrataze (PCD). Nedostatak bilo kog od ovih
enzima, usled mutacija u odgovaraju¢im genima, dovodi do BH4 deficijencije koja se
nasleduje autozomno-recesivno i dovodi do pojave HPA. Zahvaljuju¢i povisenom nivou
fenilalanina ovi pacijenti bivaju otkriveni na neonatalnom skriningu $to omogucava
njihovo pravovremeno dijagnostifikovanje i leCenje. Izuzetak predstavlja jedino

nedostatak enzima sepiapterin reduktaze, koji se manifestuje bez povisenog nivoa

fenilalanina.
guanozin trifosfat (GTP)
l GTP ciklohidrolaza I (GTPCHI1)
biosinteza dihidroneopterin trifosfat
BHA4 . . ; .o !
1 6-piruvoil-tetrahidropterin sintaza (PTPS)
6-piruvoil tetrahidropterin
1 sepiapterin reduktaza (SR)
tetrahidrobiopterin (BH4)
dihidro- hidroksilaze
pteridin ciklus regeneracije BH4 aromati¢nih
reduktaza . aminokiselina
(DHPR) dihidrobiopterin {mmmm pterin 4a-
(qBH2) + karbinolamin
pterin-4a-karbinolamin
dehidrataza (PCD)

Slika 2. Sema reakcija biosinteze i regeneracije BH4.
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Osim povisenog nivoa fenilalanina, pacijenti sa BH4 deficijencijom imaju niz
drugih neuroloskih poremecaja, do kojih dolazi prvenstveno usled manjka dopamina 1
serotonina u centralnom nervnom sistemu zbog poremecenog metabolizma njihovih
prekursora - aminokiselina triptofana i tirozina. Klini¢ki tok bolesti je slican kod
neleenih pacijenata bilo da je re¢ o GTPCHI, PTPS, ili DHPR deficijenciji, dok
pacijenti sa deficijencijom PCD uglavnom imaju znatno blazu klini¢ku sliku koja ne
zahteva dugotrajnu terapiju. Razli¢iti, ali ¢esto prisutni simptomi uklju¢uju mentalnu
retardaciju, usporen psihomotorni razvoj, konvulzije, poremecaj kretanja, miSi¢nog
tonusa ili drzanja tela, iritabilnost, hipertermiju bez infekcija i otezano gutanje (Blau et
al., 2001). Stoga, osim dijete sa niskim sadrzajem fenilalanina (ista kao za PKU
pacijente) ili BH4 suplementacije, ovi pacijenti zahtevaju dodatnu terapiju u vidu
suplementacije sa prekursorima neurotransmitera (L-dopa i 5-hidroksitriptofan).
Budué¢i da razli¢ite forme HPA zahtevaju razlicito lecenje, od velike je vaznosti
pravovremeno razlikovanje PKU od BH4 deficijencija. Stoga se, kod pacijenata kod
kojih je na neonatalnom skriningu ve¢ uocen povisen nivo fenilalanina, rade dodatne
analize kao Sto su analiza pterina (u urinu ili iz uzorka krvi na filter-papiru) ili BH4 test
opterecenja, pomocu kojih je moguce razdvojiti PKU pacijente od pacijenata sa BH4
deficijencijom. Jo$ jedan od dijagnostickih pristupa predstavlja analiza nivoa biogenih
amina u cerebrospinalnoj te¢nosti kod pacijenata kod kojih postoji sumnja na BH4
deficijenciju. Na kraju, kona¢nu 1 definitivnu potvrdu dijagnoze predstavlja
molekularno geneticka analiza koja ¢e pokazati prisustvo mutacija u nekom od gena-

uzrocnika.

1.7. GEN GCHI 1 GTPCHI1 DEFICIJENCIJA

Gen za guanozin trifosfat ciklohidrolazu tip 1 se u humanom genomu nalazi na
hromozomu 14, u regionu 14q21-q22 i prostire se na oko 30 kb (Thony et al., 1995).
Gen GCHI ima 6 egzona i svih 6 su kodiraju¢i (Ichinose et al., 1995). Enzim GTPCH1
je homodekamer (dimer pentamera) koji priprada familiji GTP ciklohidrolaza, pri cemu

svaka subjedinica ima 250 aminokiselina i veli¢ine je 27,9 kDa. Ovaj enzim katalizuje

11
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prvu reakciju u okviru biohemijskog puta sinteze BH4, prevodeci purinski nukleotid

GTP u D-eritro-7,8- dihidroneopterin trifosfat (Slika 3) (Blau et al., 2001).

Vazno je napomenuti da, osim HPA fenotipa koji se nasleduje autozomno
recesivno, mutacije u genu GCHI mogu da dovedu i do distonije bez HPA (Segawa
sindrom ili DOPA responsive dystonia, DRD), ali u tom slu¢aju se ovo oboljenje
nasleduje autozomno dominantno sa smanjenom penetrabilnoséu (Segawa et al., 1976;
Ichinose et al., 1994). Moze se smatrati da fenotipski spektar GTPCHI1 deficijencije
zapravo obuhvata Citav opseg izmedu blaZzeg dominantnog oblika i znatno ozbiljnijeg
recesivnog, pri ¢emu pacijenti mogu ispoljavati niz simptoma, od blazih poremecaja u
kretanju do tezih neuroloskih osteCenja. Recesivna forma se po pravilu prepoznaje
upravo usled prisustva viska fenilalanina pa se kao takva moze otkriti na neonatalnom
skriningu. Medutim, u klinickoj praksi su zabelezeni 1 retki slucajevi GTPCHI1
deficijencije usled recesivne forme bez HPA, Sto znatno komplikuje dijagnostiku ovog
oboljenja (Opladen et al., 2011). Budu¢i da je kod ovog poremecaja sinteza BH4
prekinuta na prvom koraku, nedostatak GTPCHI1 se u profilu pterina u urinu karakterise
veoma niskim ili ¢ak odsutnim neopterinom i biopterinom, sto ima dijagnosticki znacaj

pri razlikovanju od drugih formi BH4 deficijencije.

Do sada je u literaturi zabeleZzen samo 31 slucaj recesivne forme GTPCHI1
deficijencije (Opladen et al., 2012), dok su u BIOPKU bazi podataka prijavljene 144
varijante, od ¢ega je za 6 pokazano da dovode do nastanka HPA. Osim jedne nonsense
mutacije u prvom egzonu, ostale su sve missense tipa 1 nalaze se u 5. 1 6. egzonu.

(www.biopku.org).

1.8. GEN PTS 1 PTPS DEFICIJENCIJA

Gen za 6-piruvoil tetrahidropterin sintazu je u humanom genomu lociran na
hromozomu 11, u regionu 11q22.3-q23.3. (Kluge et al., 1996). Gen PTS ima 6 egzona
koji su svi kodiraju¢i. Funkcionalni enzim je homoheksamer veli¢ine 97,5 kDa, pri
¢emu svaku od subjedinica ¢ini 145 aminokiselina. Ovaj enzim je metaloprotein koji

.. . Y Coge . . . 2+ .
sadrzi cink, pri ¢emu svaka od subjedinica ima vezivno mesto za po jedan Zn" jon.
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PTPS katalizuje drugu po redu reakciju na putu biosinteze BH4, pri ¢emu prevodi
dihidroneopterin trifosfat u 6-piruvoil tetrahidropterin (Slika 3) (Biirgisser et al., 1994;
Kluge et al., 1996).

PTPS deficijencija se grubo moze podeliti na teSke (,tipicna® PTPS
deficijencija) i blage fenotipove, koriste¢i nivo biogenih amina (dopamina i serotonina)
u cerebrospinalnoj te¢nosti kao dijagnosticki marker (Leuzzi et al., 2010). Najveéi broj
pacijenata koji su klasifikovani kao blazi slu¢ajevi, osim pojave povisenog fenilalanina,
uglavnom imaju normalan neuroloski razvoj, dok jedan deo njih moZe ostati i
asimptomatski, zahvaljuju¢i o€uvanoj homeostazi neurotransmitera, na $ta ukazuje nivo
biogenih amina u cerebrospinalnoj tecnosti koji je blizak normalnom. Nasuprot tome,
kod pacijenata sa teSkom deficijencijom PTPS naj¢es¢e dolazi do izrazenog poremecaja
mentalnog razvoja, kao i poremecaja u kretanju razli¢itog opsega, usled znacajnog
nedostatka neurotransmitera (Opladen et al., 2012). PTPS deficijencija se od drugih
formi BH4 deficijencije moze razlikovati po karakteristicnom profilu pterina u urinu: u
ovom slucaju, prisutan je veoma visok nivo neopterina u kombinaciji sa niskim ili ¢ak 1
odsutnim biopterinom. Jo§ jedan dijagnosticki parametar karakteristiCan za pacijente sa
PTPS deficijencijom je izrazito visok nivo fenilalanina u poredenju sa drugim formama

BH4 deficijencije (Opladen et al., 2012).

PTPS deficijencija je ubedljivo najucestaliji oblik BH4 deficijencije. U
objedinjenom istrazivanju pacijenata iz viSe populacija, sprovedenom od strane
Opladena 1 saradnika, pacijenti sa PTPS deficijencijom su predstavljali 56,7% svih
slucajeva BH4 deficijencija sa HPA, od cega je samo jedna petina njih imala blag
fenotip (Opladen et al., 2012). Za pojedine populacije procenat ucestalosti moze biti i
znatno veci, kao u kineskoj populaciji, gde je PTPS deficijencija zasluzna za ¢ak 96%
svih slucajeva BH4 deficijencije (Ye et al., 2013). Do sada je u BIOPKU bazi podataka
prijavljeno 88 mutacija u genu P7S (www.biopku.org). Mutacije su rasporedene duz
svih Sest egzona i prva tri introna, pri ¢emu je samo za azijske populacije pokazano
prisustvo relativno Cestih mutacija, kao u Kini gde se 4 najeSée mutacije nalaze na
preko % svih mutiranih alela (Ye et al., 2013), dok je za evropske populacije
karakteristi¢na izrazenija alelska heterogenost (Thony and Blau 1997; Leuzzi et al.,

2009).

13
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Poslednju reakciju na putu biosinteze BH4 katalizuje enzim sepiapterin
reduktaza, koji prevodi 6-piruvoil tetrahidropterin u BH4 uz prisustvo NADPH. Kao §to
je ve¢ napomenuto, nedostatak ovog enzima ne dovodi do pojave HPA, tako da nece biti

dalje razmatran.

[ Biosinteza BH4 ]

GTP ciklohidrolaza I CHZ0PO3PO5PO4
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tetrahidropterin I'Fz sepiapterin reduktaza H?")\

sintaza tetrahidrobiopterin
6-piruvoil lelrahldmplerm (BH4)

Slika 3. Sematski prikaz enzimskih reakcija koje ufestvuju u biosintezi
tetrahidrobiopterina. Preuzeto i modifikovano sa http://www.sandiego.edu

1.9. GEN PCBD 1 PCD DEFICIJENCIJA

Gen za pterin-4-alfa-karbinolamin dehidratazu se u humanom genomu nalazi na
desetom hromozomu, u regionu 10922 i prostire se na oko 5 kb (Thony et al., 1994).
Kasnije je otkriven i1 paralog ovog gena na petom hromozomu, koji je oznacen kao
DCoH2 (Rose et al., 2004). Gen PCBD ima 4 egzona (od Cega je prvi nekodirajuéi), pri
¢emu 1 paralog ima istu strukturu. Funkcionalni enzim PCD je homotetramer veliine
47,6 kDa, pri ¢emu svaka od subjedinica ima 104 aminokiseline. Enzim PCD za supstrat
ima 4-alfa-karbinolamin-tetrahidrobiopterin (4-alfa-hidroksi-tetrahidrobiopterin), oblik
BH4 koji nastaje pri reakciji hidroksilacije od strane aromati¢nih aminokiselina. Dakle,
PCD katalizuje reakciju prevodenja 4-alfa-karbinolamin-tetrahidrobiopterina u
kinonoidni dihidrobiopterin uklanjanjem vode (Slika 4). Osim enzimatske, ovaj protein
ima i drugu ulogu, naime, on se vezuje za protein HNF1 (eng. hepatic nuclear factor,

hepati¢ni nuklearni faktor 1) i ovom interakcijom pojacava njegovu transkripcionu
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aktivnost. Stoga je PCD poznat i pod nazivom DCoH — (eng. dimerization cofactor of

HNFI alpha).

Pacijenti sa deficijencijom PCD su ¢esto na pocetku dijagnostifikovani kao blaze
forme deficijencije PTPS, medutim, kod njih je pojava HPA prolazna (prisutna samo u
ranom neonatalnom periodu), i sa vremenom poviSeni nivo fenilalanina uofen na
rodenju opada. Takode, u retkim sluc¢ajevima gde su zabelezeni neuroloski poremecaji,
oni su bili blazi i prolazni, tako da se terapija suplementacije sa BH4 sprovodi samo u
prvih par meseci Zivota (Blau et al., 2001). Smatra se da je za blagu klinicku sliku ovog
oblika BH4 deficijencije odgovoran mehanizam kompenzacije od strane DCoH2
paraloga (Hevel et al., 2006). PCD deficijenciju je od PTPS deficijencije moguce
razlikovati po profilu pterina u urinu, budu¢i da ove pacijente, osim poviSenog
neopterina i niskog biopterina, odlikuje 1 prisustvo primapterina (izomera biopterina) u

urinu (Blau et al., 1989).

Do sada je u literaturi zabeleZeno samo 23 slu¢aja PCD deficijencije (Opladen et
al., 2012), dok je u BIOPKU bazi podataka prijavljeno samo 10 mutacija u genu PCBD,
pri ¢emu se 7 od njih nalazi u ¢etvrtom egzonu. Osim jedne male delecije, sve mutacije

su rezultat promene samo jednog nukleotida (www.biopku.org).

1.10. GEN ODPR 1 DHPR DEFICIJENCIJA

Gen za kinonoidnu dihidropteridin reduktazu je oznacen simbolom QDPR (eng.
quinonoid dihydropteridine reductase) i u humanom genomu se nalazi na Cetvrtom
hromozomu, u regionu 4p15.3. Ovaj gen ima 7 egzona koji su svi kodiraju¢i. Enzim
DHPR je homodimer, pri ¢emu svaka od subjedinica ima 244 aminokiseline i veli¢ine je
oko 26 kDa. Enzim DHPR katalizuyje NADH-zavisnu redukciju kinonoidnog
dihidrobiopterina u tetrahidrobiopterin, oblik koji je potom pogodan za koris¢enje od
strane hidroksilaza aromati¢nih aminokiselina (Slika 4). Osim uloge u regeneraciji BH4,
smatra se da ovaj enzim ima pomo¢nu ulogu u metabolizmu folata u mozgu gde,
odrzavaju¢i folat u aktivnoj, tetrahidro formi, obezbeduje njegovu homeostazu zajedno

sa enzimom dihidrofolat reduktazom (Pollock and Kaufman, 1978). Stoga se kod
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terapije pacijenata sa DHPR deficijencijom preporucuje i suplementacija sa folnom
kiselinom. Sto se ti¢e urinarnog profila pterina, za ove pacijente je karakteristi¢an
poviSen biopterin u kombinaciji sa normalnim nivoom neopterina, medutim, kao
dijagnosticki test se sve ¢esce koristi analiza aktivnosti DHPR enzima iz uzorka krvi na

filter-papiru.

DHPR deficijencija po wucestalosti zauzima drugo mesto medu BH4
deficijencijama, posle PTPS deficijencije. U studiji Opladena i saradnika, pacijenti sa
DHPR deficijencijom su predstavljali 34,7% svih slucajeva BH4 deficijencija sa HPA
(Opladen et al.,. 2012). Do sada je u BIOPKU bazi podataka prijavljeno 40 mutacija u
genu ODPR. Mutacije su rasporedene duz svih egzona, pri ¢emu su najcesée missense
(preko 60%), dok su u okviru Cetvrtog 1 petog introna uocene 1 splice mutacije

(www.biopku.org).

HO
Regeneracija BH4 ,&H oy
HN
I OH
H;%N N

tetrahidrobiopterin (BH4)

dihidro-pteridin
reduktaza 0y hidroksilaze
aromati¢nih

aminokiselina

O H
? n "1 CHy
I
OH
" N/l\ pterin- 43— 2N)\N N

karbinolamin
dihidrobiopterin dehidrataza pterin 4a-karbinolamin

Slika 4. Sematski prikaz enzimskih reakcija koje ufestvuju u regeneraciji
tetrahidrobiopterina. Preuzeto i modifikovano sa http://www.sandiego.edu

1.11. ENZIM PAH - STRUKTURA I EKSPRESIJA

Enzim fenilalanin hidroksilaza katalizuje konverziju L-fenilalanina (L-Phe) u L-
tirozin (L-Tyr) u prisustvu esencijalnog kofaktora BH4 i kiseonika (Slika 5). U toku ove

reakcije, molekularni kiseonik se heteroliticki raskida, a potom dolazi do ugradnje po
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jednog atoma kiseonika u supstrat fenilalanin 1 kofaktor BH4. S obzirom da atom
kiseonika koji se uvodi u sastav tirozina poti¢e od molekularnog kiseonika, a ne od
molekula vode, moZze se re¢i da je fenilalanin hidroksilaza zapravo oksigenaza, i to
monooksigenaza (Kaufman et al., 1962). Ovaj metaloprotein zahteva gvozde (Fe II) za

kataliticku aktivnost (Fisher et al., 1972; Woo et al., 1974).

0 O
PAH s
0 = - 0
NH, 0, H,0 HO NH3
L-fenilalanin zefrahidro- dihidro- L-tirozin
biopterin  hiopterin

Slika 5. Reakcija katalizovana enzimom PAH u kojoj se, uz pomo¢ kofaktora
tetrahidrobiopterina (BH4) i kiseonika (0O,), fenilalanin prevodi u tirozin. Preuzeto i
modifikovano sa http://openwetware.org.

Aktivna forma fenilalanin hidroksilaze je homotetramer, pri ¢emu se protein u
fizioloskim uslovima nalazi u obliku homodimera i homotetramera, koji su u ravnotezi.
Svaku subjedinicu ¢ine 452 aminokiseline, dok molekulska tezina jedne subjedinice
iznosi oko 50 kDa (tacnije, izmedu 50 i1 53 kDa, u zavisnosti od fosforilacije serina na
poziciji 16). Kao i kod druge dve hidroksilaze aromaticnih aminokiselina (tirozin
hidroksilaze i triptofan hidroksilaze), i u okviru ovog enzima je moguce razlikovati tri
domena: regulatorni N-terminalni domen, kataliticki domen i C-terminalni domen
zaduZen za oligomerizaciju (Slika 6). Regulatorni domen (koji se prostire od 1. do 142.
aminokiseline) ima standardni o-f sendvi¢ motiv, koji se inaCe sre¢e kod regulatornih
domena. Sa jedne strane B-ploce, koja se sastoji od Cetiri antiparalelna lanca, nalaze se
dve kratke a-spirale, dok je sa druge strane pozicioniran kataliticki domen (Kobe et al.,
1999). Kataliticki domen (od 143. do 410. aminokiseline) ¢ini 14 a-spirala i 8 B-lanaca,
i u okviru ovog dela se nalazi gvozde, koje je koordinativno vezano za His285, His290 i
Glu330 aminokiselinske ostatke i tri molekula vode. Blizu atoma gvozda se nalaze i
mesta vezivanja kofaktora i supstrata, pri ¢emu do aktivnog mesta vodi uzak tunel kojim
se usmerava supstrat. Domen za tetramerizaciju (od 411. do 452. aminokiseline) ¢ine

dva antiparalelna B-lanca i jedna C-terminalna a-spirala koja se prepli¢e sa a-spiralama
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ostalih subjedinica na taj nain formirajuci jezgro tetramera. (Flatmark and Stevens

1999; Erlandsen et al., 2000; Andersen et al. 2001; Andersen et al., 2002).

Regulatorni domen

{ -

Ny, S
)( ?‘ ﬁ R Tetramerizacioni
RN/ O domen

Kataliticki domen

Slika 6. Strukturni model strukture humane fenilalanin hidroksilaze: struktura jedne
subjedinice PAH, pri ¢emu je atom gvozda prikazan kao crvena sfera. Preuzeto i
modifikovano iz Erlandsen and Stevens, 1999.

Zahvaljujuéi opseznim kristalografskim analizama koje su najpre sprovedene na
odvojenim regionima fenilalanin hidroksilaze, a potom 1 uspeSnom sklapanju dobijenih
podataka, bilo je naposletku omoguéeno konstruisanje potpunog strukturnog modela
PAH enzima (Erlandsen et al., 1997; Fusetti et al., 1998, Kobe et al., 1999). Uz detaljno
poznavanje strukture PAH proteina, ubrzo je bilo omoguceno i proucavanje efekta
konkretnih mutacija koje dovode do nastanka fenilketonurije (Flatmark, 1997). S
vremenom su razvijeni i mnogobrojni kompjuterski algoritmi uz pomo¢ kojih je moguce
uraditi in silico analizu efekta detektovane promene u strukturi PAH proteina, i na taj
nacin pretpostaviti da li je re¢ o mutaciji (Pey, 2007). Medutim, za definitivhu potvrdu
efekta mutacije neophodno je sprovesti in vitro analize — eksprimirati mutirani protein u
kontrolisanom okruzenju, tj. u odabranom eksperimentalnom modelu, kako bi se

podrobno ispitala njegova svojstva.
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Prva in vitro ekspresiona analiza enzima PAH je pretpostavljala kloniranje
normalne, nemutirane (wild type, wt) cDNK gena PAH cCoveka u plazmidni vektor,
zatim njegovu transfekciju u ¢elije u kojima nema endogene ekspresije PAH proteina, i
na kraju karakterizaciju nastalog funkcionalnog enzima (Ledley et al., 1985; Ledley et
al., 1987). Sledec¢i koraci su obuhvatili analizu razli¢itih mutiranih enzima, gde je uz
pomo¢ mesto-specificne mutageneze uvodena zeljena mutacija u gen PAH. Osim
definitivne potvrde da li je analizirana promena zapravo mutacija koja dovodi do
razvoja bolesti, kao i1 koliki je njen efekat na funkcionalnost proteina, in vitro
ekspresiona analiza takode doprinosi razumevanju molekularnog mehanizma tj. nacina
na koji mutacija dovodi do naruSavanja funkcionalnosti enzima. Kao eksperimentalni
modeli in vitro ekspresione analize enzima PAH su uglavnom kori§¢ene permanentne
sisarske ¢elijske linije (humane hepatoma celije, COS ¢celijje, itd.), koje u najve¢oj meri
oponasaju ¢elijsko okruzenje u kome je PAH inace i ekspirimiran kod ¢oveka, a to su
jetra 1 u znatno manjoj meri bubrezi (Zhang et al., 1997; Gamez et al., 2000). U slucaju
da u odabranom celijskom modelu ve¢ postoji endogena ekspresija PAH, ona je
izbegnuta detektovanjem isklju¢ivo enzima PAH eksprimiranog sa transfekovanog
vektora, §to je postignuto upotrebom specificnih antitela (Aguado et al., 2006). Takode,
za in vitro ekspresione analize su koriS¢eni i prokariotski sistemi (npr. bakterija E. coli),
u kojima je proucavana stabilnost mutiranog proteina (Martinez et al., 1995). Osim toga,
ekspresija u E. coli je omogucavala i proizvodnju, kao i precis¢avanje velikih koli¢ina
enzima PAH koje su bile neophodne za dalje detaljnije strukturne i funkcionalne

analize.

1.12. ENZIM PAH - EFEKAT MUTACIJA NA STRUKTURU I
FUNKCIJU

Mutacije u genu PAH dovode do poremecaja u funkciji i/ili strukturi enzima
PAH, Sto uzrokuje smanjenu ili potpuno odsutnu aktivnost fenilalanin hidroksilaze.
Efekat na protein zavisi od prirode same mutacije. Velike delecije (kao Sto su delecije
nekoliko desetina nukleotida, ili ¢ak ¢itavih egzona) dovode do ogromnih promena u

primarnoj strukturi proteina i samim tim dovode do potpunog ukidanja aktivnosti
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enzima. Mutacije koje pogadaju iskrajanje transkripta imaju slican efekat, jer u
najvecem broju sluCajeva dovode do izostanka funkcionalnog transkripta i proteina.
Aminokiselinske zamene koje uzrokuju nastanak preuranjenog stop kodona dovode do
prestanka translacije pri ¢emu nastaje skraceni i u najve¢em broju slucajeva potpuno
nefunkcionalan protein. Delecije 1 insercije koje dovode do izmenjenog okvira ¢itanja
(eng. frameshift mutations) dovode do sinteze izmenjenog polipeptida, i najesce takode
do preuranjenog stop kodona. Ove mutacije su oznafene kao funkcionalno nulte
mutacije, budu¢i da dovode do potpunog izostanka aktivnosti enzima PAH. Pored
navedenih tipova mutacija, funkcionalno nultom mutacijom se smatraju i missense
mutacije za koje je u in vitro esejima potvrdena enzimska aktivnost manja od 10%
nemutiranog PAH enzima (Guldberg et al., 1998). Ostale missense mutacije dovode do
manjeg ili veceg poremecaja u funkciji i/ili strukturi enzima PAH, §to uzrokuje Sirok
opseg moguceg smanjenja aktivnosti. Podaci iz in vitro studija ukazuju da aktivnost
mutiranih enzima PAH varira od 0% do skoro 100% u odnosu na aktivnost wtPAH

(Waters, 2003).

1.13. ENZIM PAH — STABILNOST I STABILIZACIJA STRUKTURE
SAPERONIMA

Kombinovanje podataka dobijenih iz strukturnih analiza sa rezultatima in vitro
analiza je otvorilo vrata temeljnom istrazivanju efekta pojedina¢nih mutacija kako na
trodimenzionalnu proteinsku strukturu, tako i na nacin na koji izmenjena struktura
proteina ima uticaj na njegovu funkciju. Tako je primeceno da najveci broj zabelezenih
missense mutacija zapravo ne pogada aktivno mesto enzima te da na taj nac¢in dovodi do
izostanka aktivnosti PAH enzima (i samim tim nastanka PKU), ve¢ da najveci broj
missense mutacija dovodi do pogresnog savijanja PAH proteina, poremecaja u
oligomerizaciji, njegove smanjene stabilnosti i ubrzane degradacije (Waters, 1999;
Waters et al., 2000; Gamez et al., 2000; Waters 2003, Pey et al., 2003; Pey et al., 2007).
Buduéi da pri savijanju peptidnog lanca u funkcionalni protein, a potom i pri
oligomerizaciji, ¢esto udaljene aminokiseline stupaju u interakciju, tesko je predvideti

efekat samo na osnovu aminokiselinskih karakteristika i pozicije u proteinu. Ponekad
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odredena aminokiselina ima presudnu ulogu u postizanju pravilne konformacije
proteina, tako da ¢e neka druga aminokiselina na datoj poziciji dovesti do pogresnog
savijanja polipeptida. Medutim, ponekad je moguce uociti da odredena mutacija dovodi
do poremecaja vazne interakcije izmedu pojedinih aminokiselina, ili da mutirani
aminokisenski ostatak fizi¢ki ne moze da bude smesten u predvideni prostor a da pritom
konformacija enzima ne bude narusena (Erlandsen and Stevens, 1999; Jennings et al.,
2000). Dalje, budu¢i da eukariotski enzimi podlezu post-translacionoj obradi, treba
imati na umu da mutacija moze da dovede do ukidanja predvidene ili do nastanka nove
post-translacione modifikacije, §to opet, moze da dovede do smanjene stabilnosti i

narusene funkcije enzima (Karve and Cheema, 2011).

1.14. ENZIM PAH - REGULATORNA I SAPERONSKA ULOGA
BH4

Osim uloge obligatnog kofaktora, BH4 je i na drugi naCin ukljucen u pravilno
funkcionisanje fenilalanin hidroksilaze. Naime, BH4 (zajedno sa supstratom
fenilalaninom) ima ulogu u finoj regulaciji enzimske aktivnosti. Fenilalanin se, osim u
katalitickom domenu, vezuje i u regulatornom domenu, pri ¢emu funkcioniSe kao
pozitivni regulator, prevode¢i enzim u aktivhu formu. Ovom interakcijom je
obezbedena povecana enzimska aktivnost pri poviSenim koncentracijama fenilalanina u
hepatocitima (Erlandsen et al., 2004). Sa druge strane, BH4 se takode vezuje za
regulatorni domen fenilalanin hidroksilaze, pri ¢emu tada enzim zauzima konformaciju
u kojoj je njegova aktivnost inhibirana, tacnije, onemogucena je aktivacija
fenilalaninom. Ova inhibicija se uklanja kada se fenilalanin, usled poviSene
koncentracije, veze za regulatorni domen (Jennings, 2001). Valja napomenuti da je za
optimalnu aktivnost enzima PAH neophodna i fosforilacija aminokiselinskog ostatka

Ser-16 (Doskerland et al., 1996).

Pored toga $to vezivanje BH4 ¢ini enzim neaktivnim, ova interakcija ima veoma
znacajnu ulogu u stabilizaciji kako normalnog, tako i mutiranih proteina PAH. Drzeci
enzim stabilizovanim u konformaciji niske aktivnosti, BH4 na taj nacin sprecava

njegovu ubikvitin-zavisnu degradaciju (Erlandsen et al., 2004; Pey et al., 2004; Perez et
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al., 2005; Aguado et al., 2006). Samim tim je povecana koli¢ina proteina PAH, tako da
se moze re¢i da BH4 ima generalni protektivni efekat sli¢an Saperonskom na fenilalanin

hidroksilazu.

Veé¢ je napomenuto da BH4 ima vaznu ulogu u terapiji odredenog broja
pacijenata sa PKU, pri ¢emu pozitivan odgovor zavisi od genotipa. Poznavajuci
mehanizam kojim BH4 deluje na enzim PAH, moze se zakljuciti da ¢e vezivanjem za
BH4 1 delimi¢no funkcionalne, mutirane forme proteina PAH biti sacuvane od
degradacije. Za pozitivan odgovor na BH4 je stoga neophodna rezidualna aktivnost
enzima. Budu¢i da funkcionalno nulte mutacije dovode do potpunog izostanka
aktivnosti PAH, one nece imati odgovor na BH4. Sa druge strane, za neke missense
mutacije je moguce ocekivati pozitivan odgovor na BH4. Upravo su destabilizujuce
mutacije, koje dovode do pogreSnog savijanja proteina PAH najbolji kandidati za
pozitivan odgovor na BH4. Interakcija sa BH4 ¢e ovakve mutirane proteine drzati u
stabilnijoj, kompaktnijoj formi koja je manje podlozna ubikvitin-zavisnoj degradaciji,
Sto ¢e dovesti do vece koli¢ine proteina koji ima rezidualnu aktivnost, Sto ¢e na kraju
dovesti do fizioloski znacajnog sniZenja nivoa fenilalanina u krvi pacijenta. Stoga je pri
funkcionalnoj karakterizaciji missense mutacija u eukariotskom in vitro sistemu
pozeljno ispitati i dejstvo BH4. Pri proucavanju efekta mutacija na pravilno savijanje
proteina, BH4 se dodaje u obliku prekursora sepiapterina i potom se analizira koli¢ina
mutiranog proteina. Na osnovu ovih podataka je moguce okarakterisati mutaciju kao
onu koja odgovara ili ne odgovara na BH4, §to ima presudan uticaj na odabir terapije za

pacijenta sa PKU.

1.15. PKU FENOTIP I KORELACIJA SA GENOTIPOM

lako se fenilketonurija moze smatrati Skolskim primerom monogenske bolesti,
asocirani PKU fenotip je izuzetno sloZen, i zapravo predstavlja itav spektar razli¢itih
fenotipova u zavisnosti od tezine klinicke slike. Medu pacijentima sa PKU ima onih ¢ija
je klincka slika toliko blaga da im dijeta nije obavezna, medutim, mnogo su brojniji oni
koji bez pravovremenog leCenja razvijaju karakteristican PKU fenotip — izraZzenu

mentalnu retardaciju. Sa druge strane, PKU fenotip se moze posmatrati iz vise razliitih
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uglova u smislu da i je re¢ o nivou enzimske aktivnosti mutiranog enzima PAH, nivoa
fenilalanina u krvi, ili, kao krajnje konsekvence, 1Q vrednosti pacijenta. Stoga se PKU
fenotip moZze raSc¢laniti na enzimatski fenotip (koji obuhvata nivo aktivnosti enzima),
metabolicki fenotip (nivo fenilalanina u krvi) i na kraju kognitivni fenotip — stepen
mentalne retardacije u odsustvu pravovremene primene terapije (Scriver and Waters,

1999; Scriver et al., 2008).

U klinickoj praksi je bilo neophodno ovaj kontinuum fenotipova podeliti u
nekoliko kategorija, zbog lakSe primene u dijagnostici i1 pri odredivanju terapije, a za
klasifikaciju pacijenata sa PKU je koriS¢en metabolicki fenotip. Tako su pacijenti sa
PKU razvrstani u tri fenotipske kategorije na osnovu koncentracije fenilalanina u krvi
pre pocetka terapije (Trefz et al., 1985). Pacijenti kod kojih nivo fenilalanina iznosi
preko 1200 umol/l su svrstani u kategoriju klasi¢ne fenilketonurije, pacijenti kod kojih
se nivo fenilalanina krece od 600-1200 umol/l su svrstani u kategoriju blage
fenilketonurije, i na kraju, pacijenti kod kojih nivo fenilalanina ne prelazi 600 pmol/l su
svrstani  u  kategoriju blage hiperfenilalaninemije. Pacijenti sa  blagom
hiperfenilalaninemijom imaju najblazu klinicku sliku, 1 kod njih najceS¢e nije
neophodna primena PKU niskoproteinske dijete. Sa druge strane, pacijenti sa blagom i
klasicnom PKU zahtevaju striktno pridrzavanje leCenja da bi postigli normalan
psihomotorni razvoj i1 izbegli nastanak mentalne retardacije (Guldberg et al., 1998;
Giittler, 1980; Guttler and Guldberg 2000; Scriver et al., 2008). Klasifikacija se moze
izvrSiti 1 u odnosu na drugi parametar - u odnosu na toleranciju fenilalanina u ishrani
(Guldberg et al., 1998). Iako se vrednosti iz ova dva dijagnosticka testa uglavnom
poklapaju za vecéinu pacijenata, zabelezeni su i1 pacijenti kod kojih to nije slucaj
(Pordevi¢ et al., 2013), Sto sugeriSe da je pozeljno izvrSiti oba testa kad god je to

moguce.

Ve¢ je napomenuto da rezidualna aktivnost enzima PAH kod razli¢itih mutiranih
formi obuhvata Sirok opseg koji se kre¢e od nemerljive pa do skoro 100%. Kada se
uzme u obzir da je do sada u bazama podataka prijavljeno preko 750 mutacija u genu
PAH (www.biopku.org), kao i da najvec¢i broj pacijenata u svom genotipu nosi dve
razli¢ite mutacije, postaje jasno koliko se rezultuju¢i fenotip usloznjava. Osim toga, kod

ovakvih pacijenata (slozenih ili kombinovanih heterozigota) ponekad dolazi do pojave
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interalelske komplementacije izmedu pojedinacnih oligomera sa razli¢itim mutacijama
u okviru heteromernog enzima PAH (Leandro, 2006; Leandro et al., 2011). Pored
prisustva mutacija koje dovode do razvoja PKU, na fenotip pacijenata bi mogle da uti¢u
1 druge varijante u okviru ina¢e malo istrazenog lokusa PAH, koje bi, formirajuci
gensko okruzenje, imale uticaja na transkripciju i ekspresiju gena PAH (Scriver and
Waters, 1999). Medutim, da bi se u potpunosti razumela geneticka osnova jedne bolesti,
nije dovoljno posmatrati samo jedan lokus, ¢ak i u slu¢aju monogenskih oboljenja.
Neophodno je otkriti sve gene koji bi mogli da doprinesu kona¢nom ishodu bolesti kroz
razli¢ite biohemijske puteve, kako na nivou ¢elije, tako i na nivou Citavog organizma.
Dakle, da bi se dobila kompletna slika, treba identifikovati ove gene modifikatore i $to
bolje upoznati njihovu ulogu u funkcionisanju mutiranog enzima PAH u okviru
hepatocita, i dalje prouciti koji to proteini sve mogu imati uticaj na put fenilalanina u
organizmu, od trenutka kada ude u organizam, pa sve do njegovog prelaska kroz krvno-
mozdanu barijeru 1 oSte¢enja neurona. Geni modifikatori PKU fenotipa su novo i jo$

uvek nedovoljno prouceno polje istrazivanja i o njima ¢e biti reci kasnije.

S obzirom na mnogobrojne faktore koje treba uzeti u obzir, ponekad je tesko
uvideti jasnu vezu izmedu PKU fenotipa i njegove glavne odrednice - mutiranog
genotipa PAH. Medutim, korelacija genotip — fenotip (nivo fenilalanina u krvi) je
primecena u velikom broju slucajeva. Studije koje su ukljucivale veliki broj pacijenata
iz nekoliko razli¢itih metaboli¢kih centara sugerisale su da je korelacija €esto prisutna, i
na ovaj nacin je analiziran efekat velikog broja mutacija (Kayaalp et al., 1997; Guldberg
et al., 1998). Korelacija genotip — fenotip je vrSena samo kod pacijenata kod kojih je
bilo moguce pratiti izolovan efekat samo jedne mutacije. U takve pacijente se ubrajaju
homozigoti za datu mutaciju, kao i funkcionalno hemizigotni pacijenti, koji nose jednu
funkcionalno nultu mutaciju, tako da sva aktivnost zapravo poti¢e od druge mutacije
prisutne u genotipu. U ovim studijama je pokazana konzistenstnost u odnosu na efekat
za vecinu mutacija, te je za ovakve slucajeve ¢ak bilo moguce relativno precizno
predvideti fenotip na osnovu prisustva odredene mutacije (Kayaalp et al., 1997,
Guldberg et al., 1998). Medutim, kroz brojne studije su zabeleZeni slu€ajevi mutacija
koje su u nekim studijama povezivane sa blazom klinickom slikom, dok je u drugima
njihovo prisustvo nedvosmisleno ukazivalo na klasi¢cnu PKU, dakle, re¢ je o fenotipski

inkonzistentnim mutacijama (Bercovich et al., 2008; Santos et al., 2010; Zhu et al.,
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2013; DPordevi¢ et al., 2013). Za objasSnjavanje efekta inkonzistentnih mutacija je
predlozen model ,praga“ gde se pretpostavlja postojanje dva nivoa funkcionalnosti
mutiranog proteina. Ovaj model predlaZze da postoji nivo ispod koga ¢e uvek biti uocena
teska klinicka slika — dakle, ,.,teske* mutacije ¢e uvek dovoditi do nastanka teze klinicke
slike, dok ¢e, sa druge strane, u slucaju ,,lakih* mutacija biti obezbeden dovoljan nivo
funkcionalnosti mutiranog proteina da bi se ispoljila blaza klini¢ka slika. Izmedu ova
dva praga se nalazi neodredeni opseg u okviru koga mutacije ne koreliraju sa fenotipom,
te stoga dodatni faktori (geneticki i sredinski) imaju uticaja na finalni fenotip (Dipple
and McCabe, 2000). Dakle, dodatni faktori imaju znatno uzi prostor delovanja u slu¢aju
izrazito teSkih 1 izrazito lakih mutacija, dok u sluaju mutacija koje dovode do
delimi¢no aktivnog proteina ovi faktori viSe dolaze do izrazaja S$to dovodi do pojave
inkonzistentnih mutacija. Iako je u vreme prvih studija o korelaciji izmedu genotipa i
fenotipa postojala nada da ¢e identifikacija dve poznate mutacije u genu PAH biti
dovoljna za predvidanje tezine klinicke slike 1 uvodenje optimalne terapije, ubrzo je bilo
jasno da je za uspes$nu primenu u medicinskoj praksi neophodno otkriti sve faktore koji

dovode do formiranja finalnog PKU fenotipa (Scriver and Waters, 1999).

Prvi korak ka razumevanju komplikovanog odnosa genotip — fenotip je svakako
Sto bolje upoznavanje samog PAH lokusa, i $to opseznije proucavanje genskog

okruzenja — geneticke sekvence ukljucene u finu regulaciju transkripcije PAH gena.

1.16. REGULACIJA TRANSKRIPCIJE GENA PAH

Regulacija transkripcije podrazumeva vremenski 1 prostorno precizno
organizovane procese koji uklju¢uju proteinske transkripcione faktore, kao 1 cis-
regulatorne elemente prisutne u okviru gena (Orphanides and Reinberg, 2002).
Promotorska sekvenca, koja je pozicionirana uzvodno od gena koji se prepisuje (blizu
starta transkripcije gena) predstavlja jedan od glavnih regulatornih regiona. Medutim, za
finu regulaciju transkripcije su ¢esto neophodni i drugi regulatorni elementi koji se
mogu naéi i u drugim regionima gena, uzvodno ili nizvodno od kodirajuce sekvence (3'
1/ili 5' regioni gena), a mogu se naci i u okviru introna. Ovi regulatorni elementi mogu

imati funkciju pojacivaca transkripcije (enhanseri) kada se za njih vezuju transkripcioni
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faktori koji imaju ulogu aktivatora, dok su regulatorni elementi koji smanjuju nivo
transkripcije poznati kao utiSivaci (sajlenseri) 1 za njih se vezuju transkripcioni faktori

sa ulogom represora (Maston et al., 2006).

Najveci deo istrazivanja na polju regulacije transkripcije gena PAH je sproveden
krajem proslog veka. Nakon kloniranja cDNK (Woo et al., 1983), a potom i genomske
sekvence (DiLella et al., 1986), zapoceta je potraga za regulatornim elementima koji
omogucavaju ekspresiju gena PAH. Utvrdeno je da je ekspresija gena PAH specifi¢na
kako za tkivo, tako i1 za fazu razvi¢a. lako se dugo smatralo da je ekspresija fenilalanin
hidroksilaze specifi¢na samo za jetru, istrazivanja koja su sproveli Konecki i saradnici
su dokazala prisustvo transkripata gena PAH i u bubrezima (gde je pokazano i da dolazi
do sinteze funkcionalnog enzima PAH), a u znatno manjoj koli¢ini 1 u pankreasu 1
mozgu ¢oveka (Lichter-Konecki et al., 1999). Aktivnost u fetalnoj jetri je primeéena vec
u osmoj nedelji gestacije (Raiha, 1977), dok je u bubrezima uocena nesto kasnije, oko
13. nedelje (Lichter-Konecki et al., 1999). Buduéi da je u oba slucaja aktivnost PAH
zabelezena istovremeno kada i1 pojava transkripta, pretpostavlja se da je ekspresija gena

PAH predominantno regulisana na nivou transkripcije (Wang et al., 1992).

U prvim eksperimentima koji su se bavili regulatornim elementima odgovornim
za ekspresiju gena PAH je proucavan 5' kraj gena PAH ¢oveka. Fragment duzine 9 kb
koji ukljucuje 5' kraj i deo prvog egzona gena PAH Coveka je bio fuzionisan sa
reporterskim CAT genom i proucavan u in vivo mi§jem modelu. Tada je pokazano da su
misje transgene linije eksprimirale konstrukt sa datim fragmentom predominantno u
jetri, u isto vreme kada je u toku razvica eksprimiran i endogeni PAH gen. lako je u
ovim funkcionalnim esejima pokazano da ispitivani fragment sadrZi cis-elemente
odgovorne za specifi¢nost ekspresije gena PAH, istovremeno je primeéeno da ovom
fragmentu ipak nedostaju jos neki cis-elementi koji bi bili ukljuceni u finu regulaciju
ekspresije gena za PAH (Wang et al., 1992). Iste godine su okarakterisani i regulatorni
elementi u okviru promotora gena PAH, i ovom prilikom je otkriveno da se u 5’UTR
regionu gena PAH nalazi pet potencijalnih mesta inicijacije transkripcije (CAP), od
kojih se najudaljenije nalazi 154 nukleotida uzvodno od prvog kodona gde zapocinje
translacija (Konecki et al., 1992). Za promotor gena PAH je pokazano da nema TATA

blok, kao i da ekspresiju ovog gena regulise veliki broj razlicitih transkripcionih faktora
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(Slika 7). Naime, u okviru promotora gena PAH su identifikovane slede¢e regulatorne
sekvence: GC boks, CACCC boks, CCAAT boks, aktivator protein 2 (Ap-2) mesto,
kao 1 delimicni GRE (eng. glucocorticoid response elements, glukokortikoid-
odgovaraju¢i elementi) i delimi¢ni CRE (eng. cAMP response elements, cAMP-
odgovaraju¢i elementi) (Konecki et al., 1992). U skorije vreme kada je objavljena
referentna sekvenca gena PAH (GeneBank Accession#: AF404777) ispostavilo se da je
pri karakterizaciji promotora koriS¢ena sekvenca bez citozinskog nukleotida na -170
poziciji. Medutim, ovakva kompletna sekvenca nikada nije dodatno analizirana.
Naredne studije koje su obuhvatale isti fragment od 9 kb sa 5' kraja gena PAH su dovele
do karakterizacije minimalnog promotora koji sadrzi dva funkcionalna regulatorna
elementa, PAH-A i PAH-B, pri ¢emu su oba elementa neophodna za transkripcionu
aktivnost (Wang et al., 1994). Transkripcioni faktori koji se vezuju za ova dva elementa
su prisutni i u drugim ¢elijskim tipovima, tako da u ovim eksperimentima u okviru
proksimalnog promotora nisu otkrivene tkivno-specificne sekvence (Wang et al., 1994).
Nesto kasnije su, takode u okviru istog 9-kb fragmenta sa 5' kraja gena PAH, otkrivena i
mesta za koja se vezuje hepaticni nuklearni faktor 1 (HNF1), transkripcioni faktor
ukljucen u tkivno-specifi¢énu ekspresiju brojnih gena kao $to su a- i B-fibrinogen, o —

fetoprotein 1 albumin (Lei and Kaufman, 1998).

1
—— 40
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GC CCAAT GC GC GC
CACCC CACCC ™ 9

PAH EGZON 1
AP-2 AP-2 AP-2 CRE T
AUG
GRE GRE

1 1 1 1 1
| m— 1 L
320 -300 -200 -100 1 +96 +164 +223

-

Slika 7. Sematski prikaz proksimalnog promotora gena PAH. Prikazani su regulatorni
elementi u odnosu na mesto pocetka transkripcije. Preuzeto i modifikovano iz Konecki et
al., 1992.

Imaju¢i na umu da udeo kodirajucih sekvenci u genu PAH iznosi manje od 3%,

kao i da je u navedenim studijama proucavan samo fragment od 9 kb iz 5' kraja gena
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PAH, moze se zakljuciti da je zapravo najveci deo gena PAH ostao neistraZzen. Stoga su
studije sprovedene u Laboratoriji za molekularnu hematologiju (danas Laboratorija za
molekularnu biomedicinu) Instituta za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo,
imale za cilj identifikaciju novih cis-regulatornih elemenata u okviru nekodiraju¢ih
regiona gena PAH. U ovoj studiji je kao region od interesa odabran deo osmog introna
gena PAH Coveka, i to region u koji ulazi poznato polimorfno mesto Xmnl za koji je in
silico predikcija pokazala vezivanje transkripcionog faktora. Funkcionalni eseji su
pokazali da analizirana sekvenca ima ulogu regulatornog elementa koji dovodi do
povecanja transkripcione aktivnosti reporterskog CAT gena cak vise od tri puta u
hepaticnom in vitro sistemu. Sa druge strane, kada je ista sekvenca analizirana u
nehepaticnom sistemu - eritroleukemicnoj ¢elijskoj liniji, nivo aktivnosti reporterskog
gena bio je blizu bazalnog. Dalje, u analizama interakcije DNK i proteina je uoc¢eno da
se za ispitivanu sekvencu vezuje GATA-1 transkripcioni faktor. Prema tome, zaklju¢eno
je da deo osmog introna gena PAH predstavlja transkripcioni regulatorni cis-element
koji vezuje GATA-1 transkripcioni faktor i funkcioniSe kao tkivno-specificni enhanser
(Stojiljkovi¢ et al., 2010). Ovo je prvo istrazivanje koje je ukazalo na postojanje
regulatornog elementa u okviru introna gena PAH. Moze se reci da ovo otkri¢e otvara
vrata daljem proucavanju novih modulatora transkripcije u okviru do sada neistrazenih
nekodiraju¢ih regiona gena PAH koji bi mogli da doprinesu Sto boljem razumevanju
kompleksnog PKU fenotipa.

Osim bialelskih polimorfnih mesta koja su prisutna u nekodiraju¢im regionima
gena PAH, i koja su analizirana u prethodnoj studiji (Stojiljkovi¢ et al., 2010), u 3' kraju
gena PAH prisutan je i multialelski, VNTR region. Ovaj AT-bogat (70%) minisatelitski
region se nalazi 3 kb nizvodno od poslednjeg egzona (Goltsov et al., 1992). Pokazano je
da se ponovci u istom alelu medusobno malo razlikuju po sekvenci i da postoje razlike u
broju ponovaka izmedu alela, dok veli¢ina pojedinacnog ponovka iznosi 30 bp (Goltsov
et al., 1992). Do sada zabelezZeni brojevi ponovaka VNTR su 3, 6, 7, 8,9, 11, 121 13
(Goltsov et al., 1992; Kamkar et al., 2003). Ponovci podlezu tipicnom Mendelovskom
nasledivanju i ¢esto su povezani sa odredenim mutacijama u genu PAH, zbog cega su
bili u fokusu istrazivanja u cilju prenatalne dijagnostike PKU devedesetih godina
proslog veka (Eisensmith et al., 1994). Medutim, sa unapredenjem dijagnostickih

pristupa, interesovanje za primenu ovih markera vremenom opada.
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U poslednje vreme VNTR regionima se pridaje znacaj ne samo u populacionim
studijama, ve¢ su ovi polimorfni markeri sve vise prepoznati kao potencijalni regulatori
genske ekspresije (Zuki¢ et al., 2010; Brookes, 2013). Ovi multialelski markeri su
interesantni upravo zbog svoje polimorfnosti, pa su tako zabeleZeni primeri gde alel koji
odgovara odredenom tipu ponovka ima specifi¢cnu ulogu u regulaciji transkripcije —
vezuje odredeni transkripcioni faktor (Zuki¢ et al., 2010). Zabelezeni su i primeri
VNTR regiona koji se nalaze u 3' kraju gena koji predstavljaju transkripcione elemente
za regulaciju ekspresije gena. Tako je pokazano da VNTR koji se nalazi nizvodno od
gena za H-RASI1 dovodi do povecanja intenziteta transkripcije (Spandidos and Holmes,
1987). Imaju¢i na umu polimorfnost VNTR regiona u 3' kraju gena za PAH, koja se
ogleda kako u broju, tako i u arhitekturi pojedina¢nih ponovaka, moguce je pretpostaviti

da bi neki od alela mogao da ima ulogu regulatornog elementa.

1.17. GENI MODIFIKATORI

Koncept gena modifikatora u nauku je uveo Haldane Cetrdesetih godina proslog
veka. Jo§ tada su bili primeceni slucajevi pacijenata obolelih od poznate monogenske
bolesti, koji su, iako su bili bliski krvni srodnici, imali razli¢ite klinicke slike (Haldane,
1941). Poznate monogenske bolesti predstavljaju odlican model sistem za identifikaciju
gena modifikatora upravo zbog uniformne etiologije, detaljno istrazenog fenotipa i
pojavljivanja u porodicama. Gen modifikator se moze definisati kao gen koji ima uticaj
na fenotipsku ekspresiju drugog gena, pri ¢emu taj uticaj moze biti toliko znacajan da
nekada izmeni klinicki tok bolesti pacijenta. Poznati primeri iz literature ukljucuju
bolesti kao §to su cisti¢na fibroza, beta-talasemija i srpasta anemija. U slucaju cisticne
fibroze do sada je otkriven veliki broj varijanti u razli¢itim genima za koje je pokazano
da imaju uticaja na razliCite aspekte fenotipa, a neki od njih su MBL2 (Garred et al.,
1999; Yarden et al., 2004) i TGFB1 (Arkwright et al., 2000) za pluéni fenotip, CFM1 za
gastrointestinalni fenotip (Zielenski et al., 1999), TCF7L2 za dijabetes (Blackman et al.,
2009). U slucaju beta talasemije i1 srpaste anemije su otkriveni geni modifikatori koji

uzrokuju naslednu perzistenciju fetalnog hemoglobina, stanje koje kod pacijenata sa
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deficijencijom funkcionalnih beta globinskih lanaca dovodi do znatno blaze klinicke

slike (BCL11A4 (Uda et al., 2008) 1 KLF'I (Borg et al., 2010)).

Ve¢ je napomenuto da je za sveobuhvatno razumevanje fenilketonurije
neophodno na umu imati sve faktore (geneticke i sredinske) koji bi mogli da doprinesu
kona¢nom fenotipu. Pojedini geneticki faktori bi mogli da imaju uloge gena
modifikatora, i da kodiraju za proteine koji bi imali uticaja kako na mutirani enzim
unutar Celije, tako 1 na svaku pojedinacnu fazu puta fenilalanina kroz organizam. Kada
se ima na umu da najve¢i broj mutacija u okviru gena PAH dovodi do nestabilnog
proteina, fenilketonurija se moze posmatrati kao konformaciona bolest, budu¢i da je
karakteriSu povecana degradacija nepravilno savijenih polipeptidnih lanaca (Gregersen
et al., 2001). Mutirani protein PAH je tako izloZen dejstvu unutar¢elijskog sistema za
kontrolu kvaliteta proteina koga €ine Saperoni, proteaze kao i komponente ubikvitin-
zavisne degradacije (Doskerland and Flatmark, 1996; Waters, 2003). Iako se jo$ uvek
ne zna koji sve mehanizmi uticu na ubrzanu degradaciju mutiranog enzima PAH u
hepatocitima, moZe se pretpostaviti da bi varijante u nekom od gena odgovornih za

pojedine konstituente ovih sistema mogle da doprinesu kompleksnosti PKU fenotipa.

Poznato je da koncentraciju fenilalanina u organizmu odreduju mnogobrojni
faktori kao Sto su: apsorpcija fenilalanina u gastrointestinalnom traktu i potom njegova
dalja distribucija po organizmu, unos u jetru preko odgovarajuceg transportera (Salter et
al., 1986), zatim transport do bubrega gde se u manjoj meri vr$i prevodenje u tirozin
(Lichter-Konecki et al., 1999), dalje, treba imati na umu potrebe organizma za sintezom
proteina od kojih ¢e zavisiti ugradnja fenilalanina u proteine, i na kraju, degradaciju
fenilalanina putem hidroksilacije, transaminacije i dekarboksilacije (Salter et al., 1986).
Buduéi da je oc¢igledno da na ovaj niz slozenih procesa moze da utice veliki broj gena,
moguce je zamisliti da varijacije u bilo kom od njih mogu da dovedu do dodatnog
usloZnjavanja PKU fenotipa. Medutim, imaju¢i na umu da glavno obelezje klinicke
slike nelecenog pacijenta sa PKU predstavlja mentalna retardacija, kao i da upravo
kognitivni PKU fenotip belezi najviSe inkonzistencija sa genotipom, posebna paznja je
posvecena proucavanju transporta fenilalanina kroz krvno-mozdanu barijeru, kao i
nacinu na koji fenilalanin u mozgu dovodi do oSte¢enja neurona (Scriver and Waters,

1999).
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Kada je reC¢ o osetljivosti na poviseni nivo fenilalanina, primeceno je da je
odgovor pacijenata izrazito individualan, te su tako u klini¢koj praksi uoceni pacijenti sa
istim genotipovima (ukljuuju¢i 1 bliske srodnike), ali sa potpuno razliitim
intelektualnim fenotipovima (Ramus et al., 1999). Osim toga, u klinickoj praksi su ¢ak
zabelezeni 1 slucajevi neleCenih pacijenata sa klasi¢cnom fenilketonurijom koji su imali
normalnu inteligenciju (Primrose, 1983). Patogeneza razlicitih klinickih slika uprkos
sliénim nivoima fenilalanina u krvi je tako ostala nepoznanica, dok nije predlozeno
objasSnjenje u vidu interindividualnih varijacija u koncentraciji fenilalanina u mozgu.
Tako je pokazano da neki neleCeni pacijenti sa klasicnom PKU i normalnom
inteligencijom, uprkos visokom nivou fenilalanina u krvi, imaju nizi nivo fenilalanina u
mozgu, u poredenju sa neleCenim pacijentima koji su razvili mentalnu retardaciju
(Moller et al.,, 1998; Weglage et al., 1998). Ovi rezultati su ukazivali na
interindividualne razlike u transportu fenilalanina kroz krvno-mozdanu barijeru. Stoga
su kao moguci geni modifikatori prepoznati geni odgovorni za transportere fenilalanina

kroz krvno-mozdanu barijeru.

Transport fenilalanina kroz krvno-mozdanu barijeru vr$i izmenjivacki L-tip
transporter velikih neutralnih aminokiselina prisutan u membranama endotelnih ¢elija
kapilara u mozgu (Choi and Pardridge, 1986). Osim fenilalanina, ovaj transporter
prenosi 1 druge velike neutralne aminokiseline (eng. LNAA, large neutral amino acid)
kao Sto su leucin, izoleucin, valin, tirozin, triptofan, metionin i histidin, pri ¢emu je
pokazano da najve¢i afinitet ima za fenilalanin (Hargreaves and Pardridge, 1988).
Budu¢i da aminokiseline kompetiraju za mesto na transporteru, uoceno je da je, pri
poviSenim koncentracijama fenilalanina, ovaj transporter inhibiran za prenos drugih
aminokiselina (Shulkin et al., 1995). Ovaj heterodimerni transporter je kodiran od strane
dva gena, LATI 1 4F2hc (Kanayi el al., 1998). U studiji koja je za odabranu grupu imala
pacijente sa klasichom PKU i niskim nivoom fenilalanina u mozgu, proucavani su
upravo ovi geni, ali njihovom analizom nisu uoc¢ene varijante koje bi mogle da dovedu
do sinteze izmenjenog proteina (Moller et al., 2005). U drugoj studiji je u okviru LAT1
gena identifikovana jedna varijanta koja dovodi do promene u strukturi proteina (Bik-
Multanowski and Pietrzyk, 2006). Medutim, jos uvek nema dovoljno dokaza da

analizirani geni ukljuceni u transport fenilalanina imaju znacajan uticaj na kognitivni
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fenotip pacijenata sa PKU, tako da je potraga za novim genima modifikatorima

nastavljena.

Proucavanje transporta fenilalanina kroz krvno-mozdanu barijeru je znacajno jer
je otvorilo i jedno novo glediSte o mehanizmu nastanka mentalne retardacije kod
pacijenata sa PKU. Naime, iako se dugo smatralo da je viSak fenilalanina sam po sebi
primarni uzro¢nik mentalne retardacije, dakle da fenilalanin ima direktan neurotoksi¢ni
efekat, jedno od drugacijih misljenja je da zapravo taj veliki viSak fenilalanina remeti
transport drugih aminokiselina kroz krvno-mozdanu barijeru i tako doprinosi
kognitivnoj disfunkciji (van Spronsen et al., 2009; de Groot et al., 2010). Imajuéi na
umu da veliki viSak fenilalanina kompetitivno inhibira transport drugih velikih
neutralnih aminokiselina, izvesno je ocekivati da ¢e nedostatak ovih aminokiselina
uzrokovati poremecaj sinteze proteina u mozgu. Sa druge strane, nedostatak odredenih
aminokiselina kao S$to su triptofan i tirozin moze da dovede do poremecaja u sintezi
neurotransmitera (dopamin, serotonin, adrenalin 1 noradrenalin). 1 =zaista, u
istrazivanjima na animalnom modelu fenilketonurije, Pah™" miSu, pokazano je
smanjenje sinteze proteina 1 neurotransmitera u mozgu (Smith and Kang, 2000; Surtees
and Blau, 2000; Puglisi-Allegra et al., 2000). Medutim, i dalje se ne moze sa sigurnos¢u
tvrditi da je ovo smanjenje uzrokovano isklju¢ivo nedostatkom aminokiselina usled
poremecenog transporta kroz krvno-mozdanu barijeru, 1 da definitivno treba uzeti u

obzir 1 druge moguce mehanizme nastanka mentalne retardacije.

Sa druge strane, postoje brojni podaci koji ukazuju na to da fenilalanin sam po
sebi ispoljava toksicni efekat na osetljivi centralni nervni sistem u razvoju
(Huttenlocher, 2000; Gazit et al., 2003). Morfoloska i histoanatomska zapazanja sa
autopsije mozgova nelecenih pacijenata sa PKU su ukazala na gubitak neurona usled
neurodegeneracije, gubitak sinapsi, kao 1 smanjeno grananje dendritskih nastavaka
(Bauman and Kemper, 1983). Studije na mi§jim primarnim kortikalnim neuronima su
pokazale da povecana koncentracija fenilalanina dovodi do smanjenja sinapticke gustine
i poremecéaja u grananju dendritskih nastavaka (Horster et al., 2006). Osim toga,
pokazano je da visoka koncentracija fenilalanina ima funkciju modulatora
glutamatergickih sinapsi koje su vazne za ucenje i memoriju (Yarotskyy et al., 2005).

Tac¢an mehanizam putem koga fenilalanin uzrokuje sve ove promene jo$ uvek nije u
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potpunosti istrazen. Jedno od mogucih objasnjenja lezi u rastu¢em broju podataka da
fenilalanin zapravo dovodi do oksidativnog stresa i da upravo na taj nacin dovodi do
neurodegeneracije (Kienzle Hagen et al., 2002; Sirtori et al., 2005; Vargas et al., 2011).
Tako je pokazano da fenilalanin izaziva oksidativni stres u hipokampusu, delu mozga
zaduzenom za ucenje i memoriju, kao i u cerebralnom korteksu, koji je takode oSte¢en
kod pacijenata sa PKU (Fernandes et al., 2009). U skorasnjim studijama je pokazano da
fenilalanin ¢ak dovodi i do oSte¢enja DNK u mozgu pacova (Simon et al., 2013). Svi
ovi podaci ukazuju da je neurodegeneracija, nastala usled oksidativnog stresa i
povecanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. reactive oxygen species, ROS), bar donekle
ukljuc¢ena u nastanak mentalne retardacije kod PKU pacijenata. Stoga bi moguéi geni
modifikatori mogli da ukljucuju i gene sa varijantama za koje literaturni podaci upucuju

da imaju uticaja na neurodegeneraciju i oksidativni stres.

Jedna od varijanti za koju u literaturi postoje podaci koji ukazuju na povezanost
sa neurodegeneracijom i oksidativnim stresom je m.10398 A>G u mitohondrijskom MT-
ND3 genu. Ovaj gen kodira za subjedinicu 3 nikotinamid adenin dinukleotid
dehidrogenaze, enzima koji pripada Kompleksu I elektron-transportnog lanca na
unutrasnjoj membrani mitohondrija, pri ¢emu varijanta m.10398A>G rezultuje u
nesinonimnoj aminokiselinskoj zameni treonina alaninom. Interesantno je napomenuti
da ova varijanta pokazuje izraZzenu populacionu specifi¢nost, tako da je za evropske
populacije karakteristicna znatno veca ucestalost m.10398A alela, dok je za azijske i
africke populacije alel m.10398G znatno ucestaliji (Torroni et al., 1994). Ova varijanta
je u nizu studija bila asocirana sa razli¢itim neuropsihijatrijskim i neurodegenerativnim
oboljenjima, kao Sto je bipolarni poremecaj (Mc Mahon et al., 2000) i Alchajmerova
bolest (Kato et al., 2003), pri cemu je u ovim studijama m.10398A alel prepoznat kao
rizicni alel. U studiji koja je ispitivala povezanost sa Parkinsonovom boles¢u je
m.10398G alel prepoznat kao protektivni faktor (Van der Walt et al, 2003).
Funkcionalne analize su pokazale da prisustvo m.10398A u M7-ND3 genu remeti pH i
nivo kalcijuma u mitohondrijama, S§to vodi ka povecanom oksidativnom stresu i
povisenoj koncentraciji ROS (Kazuno et al., 2006). Mehanizmi koji bi objasnili moguci
uticaj ove varijante na neurodegeneraciju predlazu povecanu produkciju ROS i
povecanu apoptozu neurona usled oksidativnog stresa. Pretpostavlja se da prisustvo

m.10398A menja strukturu Kompleksa I §to vodi povecanoj produkciji ROS upravo na
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ovom delu elektron-transportnog lanca, a na to ukazuje 1 podatak da celije koje nose
m.10398A imaju povecanu koncentraciju ROS u poredenju sa ¢elijama sa m.10398G

(Kulawiec et al., 2009).

Imaju¢i na umu veliki broj podataka iz literature koji ukazuju da fenilalanin
dovodi do oksidativnog stresa i povecane produkcije ROS, §to moze da vodi ka
neurodegeneraciji, moglo bi se pretpostaviti da su stoga pacijenti sa PKU koji imaju
viSak fenilalanina, i samim tim, da bi mogli ispoljiti izraZeniji kognitivni deficit. U tom
sluc¢aju bi pacijenti sa PKU koji su nosioci m.10398A alela trebalo da se Sto duze
pridrzavaju dijete sa niskim sadrzajem fenilalanina kako bi izbegli dodatna osStecenja
mozga. Ukoliko bi se ova hipoteza ispostavila kao tacna, to bi sa jedne strane bilo od
znacaja za klinicku praksu, dok bi, sa druge strane, dodatno rasvetlilo mehanizam
nastanka oksidativnog stresa i kognitivnog deficita kod pacijenata sa PKU, Sto bi
mitohondrijski MT-ND3 gen sa m.10398A>G varijantom oznacilo kao potencijalnog

kandidata za ulogu gena modifikatora kognitivnog PKU fenotipa.

......

puteva koji bi mogli da imaju uticaja na formiranje konacnog kognitivnog PKU
fenotipa, otkrivanje potencijalnih gena modifikatora moze da deluje kao trazenje igle u
plastu sena. Medutim, odredeni pristupi u istrazivanju mogu da budu manje ili viSe
uspesni. Jedan od pristupa predstavlja studija geneticke asocijacije, gde kandidate ¢ine
pojedine varijante 1 geni za koje literaturni podaci ukazuju da su povezane sa nekim od
uocenih aspekata PKU fenotipa (kao npr. m.10398A>G varijanta sa
neurodegeneracijom). Medutim, najve¢i problem u studijama genetickih asocijacija
predstavlja veli¢ina uzorka, koja mora biti dovoljno velika da bi studija imala
zadovoljavajucu statistiCku mo¢. Imaju¢i na umu da je fenilketonurija retka bolest, gde
su pacijenti sa dovoljno ujednacenim fenotipovima jos redi, moze se odmah uvideti da
su takve studije asocijacije teze izvodljive. Sa druge strane, zahvaljuju¢i ubrzanom
napretku tehnologije, mogu¢e je =za identifikaciju gena modifikatora odabrati
sofisticirane tehnologije koje omogucavaju da se veliki broj gena analizira odjednom,

kao $to je sekvenciranje nove generacije. U takve studije je stoga moguce ukljuciti i
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manji broj pacijenata, pri ¢emu njihov izbor mora biti baziran na izuzetno dobro
definisanom fenotipu, $to homogenijem unutar odabrane grupe. Za ovakve studije su
posebno interesantni pacijenti sa karakteristicnim kognitivnim fenotipovima, kao $to su
neleceni pacijenti sa genotipom karakteristicnim za klasi¢nu fenilketonuriju koji nisu
razvili mentalnu retardaciju. Za ovakve pacijente je moguce pretpostaviti da u svojim
genomima imaju odredene protektivne faktore, koji su, svojim uticajem na neku od
komponenti sloZenog puta od fenilalanina do neurona, doveli do ispoljavanja sasvim

neocekivane klini¢ke slike.
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Budu¢i da hiperfenilalaninemija obuhvata fenilketonuriju i BH4 deficijenciju,
njena geneticka osnova je heterogena (geni PAH, PTS, GTPCH, ODPR i PCBD). lako
je molekularnogeneticka karakterizacija gena PAH otpocela 2004. godine u Srbiji,
neophodno je wuspostaviti dodatne metode radi sveobuhvatne identifikacije i
funkcionalne karakterizacije varijanti identifikovanih u razli¢itim genima uzro¢nicima
HPA. Ovakav pristup imao bi znafajnu primenu za diferencijalnu dijagnostiku
pacijenata sa HPA u Srbiji i pravovremeno uvodenje odgovarajuce terapije specificne za
genotip pacijenta. U slucaju fenilketonurije, iako mutirani genotip PAH predstavlja
glavnu odrednicu PKU fenotipa, primeceno je da nije uvek moguce predvideti fenotip
samo na osnovu genotipa. Smatra se da geneticki faktori koji doprinose razvoju finalnog
PKU fenotipa (posebno kognitivnog PKU fenotipa) jo§ uvek nisu dovoljno istraZeni.
Stoga bi identifikacija novih intra-genskih (novi elementi uklju¢eni u regulaciju
transktipcije) modulatora PKU fenotipa, kao 1 identifikacija novih gena modifikatora
doprinela njegovom boljem razumevanju.

S tim u vezi, cilj ove studije je proufavanje uticaja varijanti u kodirajué¢im i
nekodiraju¢im regionima gena uzro¢nika i gena modifikatora na fenotip pacijenata sa

HPA, i to:

1. Uvodenje metode za detekciju velikih delecija u genu PAH i detekciju promotorskih
varijanti, kao 1 metoda za detekciju varijanti u ostalim genima uzro¢nicima HPA -
neophodnih za upotpunjavanje spektra varijanti koje su geneticki uzrok HPA u
Srbiji. Na osnovu dobijenog mutacionog spektra i genotipa pacijenata uklju¢enih u
studiju bi¢e izvrSena i procena dobrobiti od primene terapije sa BH4 u Srbiji.

2. Funkcionalna karakterizacija novih mutacija u kodiraju¢im regionima gena
uzro¢nika HPA u cilju rasvetljavanja efekta na funkcionalnost proteina.

3. Identifikacija 1 funkcionalna karakterizacija novih transkripcionih regulatora u
nekodiraju¢im regionima gena PAH, sa fokusom na promotorski i VNTR region u 3'
kraju gena.

4. Analiza varijjanti u potencijalnim genima modifikatorima kognitivnog PKU
fenotipa: analiza varijante m.10398 A>G u mitohondrijskom genu M7-ND3 i analiza
kompletnog genoma pacijenata sa karakteristicnim kognitivnim fenotipom radi

identifikacije novih gena modifikatora kognitivnog PKU fenotipa.
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3.1. MATERIJAL

3.1.1. PACIJENTI

U okviru ove studije kori§¢eni su uzorci 76 pacijenata sa HPA (iz 71 nesrodne
porodice) i 50 ispitanika kontrolne grupe iz Srbije Cije prikupljanje je pocelo 2004.
godine. U prethodnoj studiji o molekularnogenetickim karakteristikama pacijenata sa
HPA u Srbiji bilo je analizirano 34 pacijenta sa mutacijama u genu PAH (Stojiljkovi¢ et
al., 2006). Ova grupa pacijenata je dopunjena sa 42 nova pacijenta kojima su mutacije
detektovane u okviru ove studije, tako da je kohorta pacijenata sa HPA u Srbiji na kraju

brojala 76 pacijenata.

U istrazivanju koje je obuhvatalo molekularnu karakterizaciju mutacija u genima
uzro¢nicima HPA, bilo je uklju¢eno 75 pacijenata sa PKU 1 1 pacijent sa BH4
deficijencijom. U istrazivanju koje je za cilj imalo identifikaciju novih transkripcionih
elemenata bilo je uklju¢eno 30 pacijenata sa PKU. U studiju asocijacije mitohondrijske
varijante m.10398A>G sa kognitivnim PKU fenotipom bilo je uklju¢eno 64 pacijenta sa
PKU i 50 ispitanika kontrolne grupe. Kontrolna grupa ispitanika se sastojala od zdravih
osoba iz Srbije, koje su po polu i godinama odgovarale analiziranoj kohorti PKU
pacijenata. U istrazivanju koje je za cilj imalo identifikaciju novih potencijalnih gena-
modifikatora PKU fenotipa bilo je ukljuc¢eno ukupno 10 pacijenata sa PKU, ukljucujuéi
4 para srodnika. Roditelji pojedinih pacijenata su analizirani radi potvrde statusa

nosioca mutacije kada je to bilo moguce.

HPA je kod pacijenata dijagnostikovana prilikom neonatalnog skrininga ili u
starijem uzrastu, na Institutu za zdravstvenu zastitu majke i deteta "Dr Vukan Cupic".
Pacijenti su klasifikovani u odnosu na nivo fenilalanina (Phe) u krvi pre pocetka terapije
1/ili u odnosu na toleranciju Phe u ishrani. Prema ovim kriterijumima, pacijenti su bili

svrstani u sledece tri fenotipske kategorije: klasicnu fenilketonuriju (Phe > 1 200
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umol/l; tolerancija Phe < 20 mg/kg/dan), blagu fenilketonuriju (Phe 600 - 1 200 umol/I;
tolerancija Phe 20 — 25 mg/kg/dan) 1 blagu hiperfenilalaninemiju - MHP (Phe < 600
umol/l; tolerancija Phe > 25 mg/kg/dan).

Zatim, uzimajuci u obzir razlike u trenutku postavljanja dijagnoze, pacijenti su
svrstani u dve grupe: jednu grupu su Cinili pacijenti koji su otkriveni na neonatalnom
skriningu (DBNS), dok je druga grupa bila sacinjena od pacijenata koji su otkriveni
nakon navrSenih 6 meseci zivota - kasno dijagnostifikovani (LD). Dalje, imaju¢i u vidu
vaZzan uticaj pravilnog leCenja, ove dve grupe su dalje stratifikovane po nacinu
pridrzavanja PKU dijete: na pacijente kod kojih je dijeta dobro kontrolisana (LPD), i na
one kod kojih dijeta nije bila dobro kontrolisana (PC).

Kognitivni fenotip pacijenata sa PKU je odredivan u zavisnosti od uzrasta. Za
decu ispod 3 godine starosti je koriS¢ena Brunet-Lezine skala za procenu
psihomotornog razvoja, dok su za pacijente starije od 3 godine (ukljucujuci i odrasle
pacijente) za odredivanje koeficijenta inteligencije koriS¢ene Vekslerove skale za

odgovarajuci uzrast.

Krv pacijenata i roditelja uzimana je sa 3,8% Na-citratom kao antikoagulansom,
u odnosu 9:1 i transportovana do Instituta za molekularnu genetiku i geneticko

inzenjerstvo Univerziteta u Beogradu gde je vrsena izolacija DNK.

Ovo istrazivanje je odobreno od strane Etickog odbora Instituta za zdravstvenu

zaititu majke i deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupié".

3.1.2. CELIJSKE LINIJE

U studiji funkcionalne karakterizacije proteina p.GIn226Lys PAH koris¢ena je
humana hepatoma ¢elijska linija Hep3B (Laboratorija Dr Lourdes Desviat u Madridu).
U studiji funkcionalne karakterizacije nekodiraju¢ih regiona gena PAH koriS¢ena je
humana hepatoma HepG2 c¢elijska linija, kako za dobijanje nuklearnih ekstrakata

koris¢éenih u EMSA eksperimentima, tako i za eksperimente tranzijentne transfekcije.
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HepG2 celijska linija je dobijena ljubaznos¢u Laboratorije za humanu molekularnu

genetiku, Instituta za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo.

3.1.3. BAKTERIJSKI SOJEVI

U studiji funkcionalne karakterizacije proteina p.GIn226Lys PAH koris¢en je
XL1-Blue (Stratagen) E. coli soj, dok je u studiji funkcionalne karakterizacije

nekodirajucih regiona gena PAH koriS¢en DH5a E.coli soj.

3.1.4. PLAZMIDNI VEKTORI

U studiji funkcionalne karakterizacije proteina p.GIn226Lys PAH koris¢en je
pFLAG-CMV PAHwt u koji je uklonirana celokupna cDNK za fenilalanin hidroksilazu
(Aguado et al.,, 2006). U ovaj vektor je metodom mesto-specificne dirigovane
mutageneze uvedena zamena Gln sa Lys na mestu 226. U studiji funkcionalne
karakterizacije nekodirajucih regiona gena PAH koriS¢en je pBLCATS vektor (Boshart
et al.,, 1992). Kao kontrola efikasnosti trasnfekcije koriS¢en je pCH110 (Amersham

Pharmacia Biotech) koji eksprimira -galaktozu.

3.1.5. PRAJMERI I OLIGONUKLEOTIDI

U razli¢itim PCR reakcijama koriS¢eni su odgovarajuéi specificni prajmeri, ¢iji
su nazivi, sekvence i regioni koje umnoZavaju navedeni u Tabelama 1 — 7.
Oligonukleotidi koris¢eni u EMSA esejima navedeni su u Tabeli 8. Prajmeri i probe
koris¢eni za MLPA analizu su iz komercijalno dostupnog kita SALSA MLPA P055

PAH (MRC-Holland) i njihove sekvence su dostupne na adresi www.mlpa.com.
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Tabela 1. Prajmeri kori$éeni za PCR reakcije i reakcije sekvenciranja u okviru detekcije
mutacija u genu PAH.Prajmeri su preuzeti iz Guldberg et al., 1993.

Region
Naziv prajmera Sekvenca prajmera kojivse
umnoZzava

PAHIF 5’-[50GC]-TTAAAACCTTCAGCCCCACG-3’ Egzon 1
PAHIR 5’-TGGAGGCCCAAATTCCCCTAACTG-3’
PAH2F 5’-GAGGTTTAACAGGAATGAATTGCT-3’
PAH2R 5’-[40GC]-TCCTGTGTTCTTTTCATTGC-3’ Fezon 2
PAH3F 5’-[40GC]-GCCTGCGTTAGTTCCTGTGA-3’ Egzon 3
PAH3R S>-CTTATGTTGCAAAATTCCTC-3’
PAHA4F 5’-ATGTTCTGCCAATCTGTACTCAGGA-3’
PAH4R 5’-[40GC]-CAAGACACAGGCCATGGACT-3’ Fezon
PAHSF 5’>-TCATGGCTTTAGAGCCCCCA-3’
PAHSR 5’-[40GC]-AGGCTAGGGGTGTGTTTTTC-3’ bezon >
PAH6F 5’-[40GC]-CCGACTCCCTCTGCTAACCT-3’ Egzon 6
PAHO6R 5’>-CAATCCTCCCCCAACTTTCT-3’
PAH-X7-Fd S’-[40GC]-

GGTGATGAGCTTTTAGTTTTCTTTC-3’ Egzon 7
PAH-X7-R 5’-AGCAATGAACCCAAACCTC-3’
PAHSF 5’-[40GC]-TGGCTTAAACCTCCTCCCCT-3’ Egzon 8
PAH8R 5’-CTGGGCTCAACTCATTTGAG-3’
PAHOF 5’-ATGGCCAAGTACTAGGTTGG-3’
PAH9R 5’-[40GC]-GAGGGCCATAGCCTATAGCA-3’ Fezon?
PAHI10F 5’-[40GC]-TTAACCATCATAGAGTGTGC-3’
PAHIOR 5’>-ACAAATAGGGTTTCAACAAT-3’ Egzon 10
PAH-X11-F 5’-TGAGAGAAGGGGCACAAATG-3’
PAH-X11-Rd 5’-[40GC]-GCCAACCACCCACAGATGAG-3’ Fezon 1
PAHI12F 5’-ATGCCACTGAGAACTCTCTT-3’
PAHI2R 5’-[40GC]-ACTGAGAAACCGAGTGGCCT-3’ Fezon 12
PAHI13F 5’-[40GC]-GACACTTGAAGAGTTTTTGC-3’
PAHI3R S-TTTTCGGACTTTTTCTGATG-3’ Fezon 13

Legenda: [40GC]=CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGLCLCCCCELLCa,
[S0GC]=CCCGCCGCCCGCCGCTCGCCCGCCGCGCCCCTGCCCGLCCGLCCCCCG
CCCG
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Tabela 2. Prajmeri kori$éeni za PCR reakcije i reakcije sekvenciranja u okviru detekcije
mutacija u genu PTS. Prajmeri su preuzeti iz Brasil et al., 2011.

Region
Naziv prajmera Sekvenca prajmera koji se
umnozava
PTS-1S 5’-GTGGGAGGAGGCACCGGCCG-3’ . .
gzon
PTS-1AS 5’-GATGCTGGAGGCCGTCCGAAG-3’
PTS-2S 5’-AAGGAACAGAGAAGGGGGTTTG-3° 5
Egzon
PTS-2AS 5’>-CACTGTGTCCGTAAGTTTTCCC-3’ s
PTS-3-4S 5’>-GTTGCCAACTTGTGCTTGTAT-3’ Egzoni 3 1
PTS-3-4AS 5’>-TAGATAGGGGGCCACCAAAT-3’ 4
Ex 5-6A PTS new 5’-TGATAAGGTGAGGTTTAGAGGC-3’ Egzoni 51
Ex 5-6B PTS new 5’>-CTCCAGAGCACAATGTGTACG-3’ 6
Tabela 3. Prajmeri koriS¢eni za PCR reakcije i reakcije sekvenciranja odabranih
nekodirajuéih regiona gena PAH. Prajmeri su dizajnirani uz pomoé programa
Oligoanalyzer (www.idtdna.com/calc/analyzer).
Region
Naziv prajmera Sekvenca prajmera koji se
umnozava
PAH prom FW 5’-CAGCAAGGCAGTGTGCTTAG -3° deo
PAH prom RV 5’-CTCAGGTACAGGCAGGTTTG -3’ promotora
VNTR3 FW 5’>-GCTTGAAACTTGAAAGTTGC-3’ deo 3’
VNTR3 RV 5’-GCTTGAAACTTGAAAGTTGC-3’ regiona

Tabela 4. Prajmeri koriS¢eni za kloniranje. Prajmeri su dizajnirani uz pomo¢ programa

Oligoanalyzer (www.idtdna.com/calc/analyzer).

Naziv Region

. Sekvenca prajmera koji se
prajmera Y

umnozava

PAH prom
FWHindIII 5’-CCCAAGCTTGCAGCAAGGCAGTGTGCTTAG -3’
upstream
E gﬁgﬁm RV | 51 cCTGACGCAGGAGGCCAGGGCAGCCTG -3' deo
PAH prom promotora
FW 5’-CTGCGTCAGGCGAGGGGCGTTACTGTGC-3’
downstream
PAH prom 5’-GCTCTAGAGCCTCAGGTACAGGCAGGTTTG -3’
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RVXbal
downstream

HindVNTRF | 5> cCCAAGCTTGGCTTGAAACTTGAAAGTTGC-3’ deo 3’

XbaVNTRR | 5. GCTCTAGAGCGGAAACTTAAGAATCCCATC-3’ | Tegiona

Napomena: podvuceni region je mesto secenja Hindlll, odnosno Xbal restrikcionog

enzima.

Tabela 5. Prajmeri koriS¢eni u PCR reakciji u okviru mesto-specificne dirigovane
mutageneze. Prajmeri su  dizajnirani uz pomoé  programa = PrimerX
(www.bioinformatics.org/primerx).

Naziv .

. Sekvenca prajmera
prajmera
PAH- 5’-CCATGAAGATAACATTCCCAAGCTGGAAGACGTTTCTC-3’
Q226K-F
PAH- 5’-GAGAAACGTCTTCCAGCTTGGGAATGTTATCTTCATGG-3’
Q226K-R

Tabela 6. Prajmer koriS¢en za sekvenciranje cPAH ukloniranog u pFLAG vektor.
Prajmeri su dizajnirani uz pomo¢ programa Oligoanalyzer
(www.idtdna.com/calc/analyzer).

Naziv

prajmera Sekvenca prajmera

PAH-seq 5’-GGAAGCAGTTTGCTGACATTGCCT-3’

Tabela7. Prajmeri koriS¢eni za PCR reakciju i reakcije sekvenciranja mitohondrijskog
MT-ND3 gena. Prajmeri su dizajnirani uz pomoé programa Oligoanalyzer
(www.idtdna.com/calc/analyzer).

Region
Naziv prajmera Sekvenca prajmera koji se
umnoZzava
ND3 F 5’-CTCCATCTATTGATGAGGGTCTT-3’
ND3 gen
ND3 R 5’-TACTACCACTGACATGACTTTCC-3’
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potrebe ovog istraZivanja.

Naziv . .
oligonukleotida Sekvenca oligonukleotida
-170C _cod -GTCAGGACAACGCCCACGAG-3’

-170C_noncod

5’- CTCGTGGGCGTTGTCCTGAC-3’

al coding

5’-CACATATATGTATATGCATATGTACGTATG-3’

al noncoding

5’-CATACGTACATATGCATATACATATATGTG-3’

a2 coding

5’-CACATATATGTATATGCATACGTACGTATG-3’

a2 noncoding

5’-CATACGTACGTATGCATATACATATATGTG-3’

b2 coding

5’-CACATATATGTATGTGCATATGTACATAGG-3’

b2 noncoding

5’-CCTATGTACATATGCACATACATATATGTG-3’

b5 coding

5’-CACATATATGTATGTGCATATGTACGTATG-3’

b5 noncoding

5’-CATACGTACATATGCACATACATATATGTG-3’

cl coding

5’-CACATATATGTATGTGCATATGTATGTATA-3’

cl noncoding

5’>-TATACATACATATGCACATACATATATGTG-3’

c3 noncoding

5’-CACATATATGTATGTGCATATGTATGTATG-3’

c3 noncoding

5’-CATACATACATATGCACATACATATATGTG-3’

EBPal coding

5’>-TGCATATGTACGTATGCACATATATGTAT-3’

EBPal noncoding

5’-ATACATATATGTGCATACGTACATATGCA-3’

EBPa2 coding 5’-TGCATACGTACGTATGCACATATATGTAT-3’
EBPa2 noncoding | 5~ ATACATATATGTGCATACGTACGTATGCA-3’
EBPb2 coding 5’-TGCATATGTACATAGGCACATATATGTAT-3’
EBPb2 noncoding | 5~ ATACATATATGTGCCTATGTACATATGCA-3’
VNTR3 5’-
codin CACATATATGTATATGCATACGTACGTATGCACATATATG
& TATGTGCATATGTACATAGGCACATATATGTATGTGCATA
TGTATGTATA-3
VNTR3 5’-
. TATACATACATATGCACATACATATATGTGCCTATGTACA
noncoding

TATGCACATACATATATGTGCATACGTACGTATGCATATA

CATATATGTG-3’
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3.2. METODE

3.2.1. METODE ZA DETEKCIJU MUTACIJA U GENIMA UZROCNICIMA

HPA

Identifikacija mutacija u genima za fenilalanin hidroksilazu, kao i u genima za
sintezu 1 metabolizam BH4 bila je vrSena metodom sekvenciranja DNK. Sekvenciranju
regiona DNK od interesa prethodi njthovo umnoZavanje u lan¢anoj reakciji polimeraze,
PCR (eng. polimerase chain reaction). Reakcija lan¢anog umnoZavanja omogucava
umnozavanje zeljenog fragmenta DNK iz minimalne koli¢ine pocetnog materijala,

koriséenjem termostabilne Taq polimeraze.

3.2.1.1. IZOLACIJA DNK IZ PERIFERNE KRVI NA KOLONI
(Prema upustvu za koris¢enje QIAamp DNA Blood Mini Kit, QIAGEN)

U mikrotube od 1,5ml je dodavano 20 pl QIAGEN proteinaze K, 200 ul
nekoagulisanog uzorka periferne krvi i 200 pl pufera AL. Smesa je zatim vorteksovana
15s i potom inkubirana na 56°C u toku 10 min da bi se obezbedilo liziranje ¢elija i
oslobadanje DNK od proteina. Nakon toga je dodavano 200 ul 100% etanola 1 smesa je
ponovo meSana vorteksovanjem u toku 15s. SmeSa je potom paZljivo nanoSena na
QIAamp kolonu i centrifugirana na 8 000 rpm tokom 1 min da bi sadrzaj proSao kroz
kolonu. Eluat je odbacivan budu¢i da se DNK afinitetno vezala za kolonu, a sama
kolona je prebacivana u novu tubu za sakupljanje eluata. Zatim je na kolonu dodavano
500 ul pufera AW1 praceno centrifugiranjem na 8 000 rpm tokom 1 min. U ovom
koraku se DNK, koja se vezala za kolonu, ispira od necisto¢a. Eluat je ponovo
odbacivan, a kolona prebacivana u novu epruvetu za sakupljanje eluata. U slede¢em
koraku, dodavan je pufer AW2 koji dodatno oslobada DNK od necisto¢a, a kolona
centrifugirana na 13 000 rpm tokom 3 min. Nakon toga, kolona je prebacivana u novu
epruvetu i ponovo centrifugirana na istoj brzini u toku 1 min, kako bi se uklonili tragovi
pufera. Konac¢no je kolona prebacivana u sterilnu mikrotubu od 1,5 ml. DNK je eluirana

dodavanjem pufera AE, inkubiranjem 1 min na sobnoj temperaturi, i na kraju
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centrifugiranjem na 8 000 rpm tokom 1 min. Izolovana DNK ¢uvana je na -20°C do
daljeg koriS¢enja. Za merenje koncentracije DNK je koriS¢en spektrofotometar

NanoVue (GEHealthcare, Life sciences), po uputstvu za rad na aparatu.

3.2.1.2. ANALIZA DNK NA AGAROZNOM GELU

(Maniatis et al., 1982)

Analiza DNK je vrSena na horizontalnom agaroznom gelu odgovarajuce
koncentracije (1 - 4%), u zavisnosti od veli¢ine molekula DNK koje treba razdvojiti.
Kao pufer za pripremanje gelova koris¢en je 1XTAE pufer (40 mM Tris-acetat, | mM
EDTA pH 8,0), pri ¢emu je isti pufer koriS¢en i za elektroforezu. Elektroforeza se
izvodi pri jacini struje od 100 mA i naponu od 100 V. U gelove je pre polimerizacije
dodavana fluorescentna boja etidijum bromid (finalna koncentracija 0,5 pg/ml), koja
interkalira u DNK i1 omoguéava vizuelizaciju. DNK je vizualizovana osvetljavanjem
gela UV svetlom talasne duzine 312 nm. Nakon elektroforeze gelovi su dokumentovani
CCD kamerom sa BioDocAnalyze sistemom. Za odredivanje veli¢ine fragmenata DNK

koriS¢eni su odgovarajuc¢i komercijalni DNK markeri (Fermentas).

3.2.1.3. SEKVENCIRANJE DNK

(prema protokolu za BigDyeTerminator Ready Reaction Kit - Applied Biosystems)

Metodom sekvenciranja se odreduje redosled nukleotida u molekulu DNK.
Metoda se zasniva na sposobnosti DNK polimeraze da sintetiSe komplementarni lanac
DNK, nastavljaju¢i oligonukleotidni lanac vezan za jednolancanu DNK, pri ¢emu
koristi smeSu dezoksiribonukleotida i didezoksiribonukleotida (Sanger et al., 1977).
Reakcija  sinteze  komplementarnog lanca se  zaustavlja  ugradivanjem
didezoksiribonukleotida koji ne poseduje 3’-OH grupu na molekulu dezoksiriboze
neophodnu za elongaciju molekula DNK. Reakcije se rade sa samo jednim prajmerom
(asimetricni PCR) tako da se dobija serija fragmenata razliCitih duzina koji se

zavrSavaju dideoksinukleotidom. Na ovaj na¢in se dobija serija jednolancanih
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fragmenata Cija se duzina razlikuje za po jedan bazni par. Svaki od Ccetiri
didezoksinukleotida je obelezen razli¢itom fluorescentnom bojom, ¢ime je omoguceno
da se reakcija sekvenciranja i detekcija produkata vrSe u jednoj reakciji umesto u Cetiri
odvojene. Za sekvenciranje DNK koris¢en je BigDye™ Terminators Version 3.1 Ready
Reaction Kit (Applied Biosystems). Produkti reakcije sekvenciranja su analizirani
kapilarnom elektroforezom na automatskom sekvenceru (37130 Genetic Analyzer,

Applied Biosystems).

Egzoni gena PAH, zajedno sa okolnim intronskim sekvencama, su najpre umnozeni u

PCR reakciji, uz pomo¢ odgovarajucih prajmera navedenih u Tabeli 1.
PCR smesa finalne zapremine 25 pl je sadrzala slede¢e komponente:

e 200 ng DNK

e 10x PCR pufer sa 15 mM MgCl, (finalna koncentracija 1x PCR pufer, 1,5 mM
MgCly)

e 25 mM MgCl, (finalna koncentracija 1,5 mM)

e dNTPs (finalna koncentracija svakog 200 uM)

e prajmeri (finalna koncentracija svakog 25 pmol)
e Taq polimeraza (Qiagen HotStart, 5U/ul) 1U

Temperaturni profil PCR reakcija:

94°C/5min
(94°C/45s, 57°C/45s, 72°C/45s) X 35ciklusa

72°C/10min

Egzoni gena PTS, zajedno sa okolnim intronskim sekvencama, su umnoZeni u PCR

reakciji uz pomo¢ odgovarajucih prajmera navedenih u tabeli 2.
PCR smesa finalne zapremine 25 pl je sadrzala slede¢e komponente:

e 200 ng DNK

e 10x PCR pufer sa 15 mM MgCl, (finalna koncentracija 1x PCR pufer, 1,5 mM
MgCl)
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e 25 mM MgCl, (finalna koncentracija 1,5 mM)

e dNTPs (finalna koncentracija svakog 200 uM)

e prajmeri (finalna koncentracija svakog 25 pmol)
e Taq polimeraza (Qiagen HotStart, SU/ul) 1U

Temperaturni profil PCR reakcije:

95°C/15min
(95°C/25s, Ta*/25s, 72°C/40s) X 38 ciklusa
72°C/10min

(*temperatura anilinga (Ta) za egzon 1 je 58°C, za egzon 2 je 50°C, za PCR fragment
za egzone 51 6 je 60°C, a za ostale je 55°C)

PCR produkti su potom proveravani elektroforezom u 2% agaroznom gelu.
Zatim je vrSeno preciS¢avanje produkta na koloni kori§¢enjem kompleta QIAquick PCR
Purification kit (QIAGEN) prema uputstvu proizvodaca. U mikrotubu sa PCR smeSom
je dodavano 85 pl PB pufera, nakon ¢ega je smeSa vorteksovana i centrifugirana tokom
5 s. Citava zapremina je nano$ena na QIAquick spin kolonu i centrifugirana na 13 000
rpm tokom 1 min radi vezivanja umnozZenog PCR produkta za kolonu. Eluat je
odbacivan, nakon ¢ega je kolona ispirana sa 750 pl pufera PE a zatim 1 centrifugirana na
13 000 rpm tokom 1 min. Nakon odbacivanja eluata, kolona je dodatno centrifugirana
na 13 000 rpm tokom 1 min, zbog dodatnog uklanjanja preostale tecnosti. QIAquick
kolona je na kraju prebacivana u ¢istu mikrotubu od 1,5 ml i1 vrSeno je eluiranje sa

kolone uz pomo¢ EB pufera, centrifugiranjem na 13 000 rpm tokom 1 min.

U reakciji sekvenciranja su koriS¢eni isti prajmeri kao i za umnoZavanje

fragmenta u PCR reakciji.

SmeSa za reakciju sekvenciranja, finalne zapremine 8pul, sadrzala je sledece

komponente:

e 3-10 ng preciS¢enog PCR produkta (za duzine 200-500bp)
e Prajmer za sekvenciranje (finalna koncentracija 3.2 pmol)

e 3ul Ready Reaction Mix (Applied Biosystems)
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Temperaturni profil PCR reakcije za sekvenciranje bio je:

96°C/1min
(96°C/10s, 50°C/5s, 60°C/4min) X 25 ciklusa
4°C/ o

Nakon zavrSene reakcije sekvenciranja uzorci su preciS¢avani precipitacijom
Na-acetatom. U 8 pul smese je dodavano po 40 pul 0,1M Na-acetata pH 5,2 rastvorenog u
etanolu. Zatim je vrSeno centrifugiranje na 13 000 rpm tokom 20 min, uz odlivanje
supernatanta. Na talog je potom dodavano 200 upl 70% etanola, prac¢eno
centrifugiranjem 10 min na 13000 rpm, posle ¢ega je supernatant uklanjan. Ovaj korak
je ponavljan dva puta. Nakon toga talog je u potpunosti osusen. Osuseni talog je
rastvaran u 25 pl formamida (HiDi Formamide, Applied Biosystems) i celokupna
zapremina je koriS¢ena za kapilarnu elektroforezu. Za analizu dobijenih sekvenci
koriSéen je Sequencing Analysis Software v5.3.2 with KB Basecaller vi.4 (Applied

Biosystems).

3.2.1.4. DETEKCIJA VELIKIH DELECIJA U GENU PAH MLPA METODOM

(Prema upustvu za koris¢enje kita SALSA MLPA P055 PAH (MRC-Holland))

U slu¢aju da metodom sekvenciranja kod pacijenata sa HPA nisu detektovane
dve mutacije, pristupljeno je detekciji velikih delecija u genu PAH MLPA metodom.
Ovaj deo istrazivanja uraden je u Laboratoriji za molekularnu osnovu metabolickih

bolesti, Centra za molekularnu biologiju “Severo Ochoa” u Madridu.

MLPA (eng. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) je metoda
nastala modifikacijom multipleks PCR metode. U multipleks PCR postupku se u jednoj
reakcionoj smesi koristi viSe pari prajmera uz pomo¢ kojih ¢e se amplifikovati zeljeni
broj fragmenata DNK. Neophodno je da fragmenti budu razli¢ite duZine, §to omogucava
medusobno razlikovanje pri analizi. U slu¢aju MLPA, upotrebom proba specifi¢nih za
analizirane regione i samo jednog para prajmera amplifikuje se do 50 razli¢itih DNK
fragmenata (Schouten et al., 2002). U prvom koraku se vrsi denaturacija DNK matrice i

hibridizacija proba. Svaku probu c¢ine dva oligonukleotida koji ¢e na matrici

50



MATERIJAL | METODE

hibridizovati jedan neposredno do drugog. Samo ukoliko je doslo do hibridizacije oba
oligonukleotida, u slede¢em koraku ¢e se izvrSiti njihova uspeSna ligacija 1 tako ¢e se
formirati kompletna proba koja ¢e zatim biti amplifikovana u PCR reakciji. Parovi
oligonukleotida su dizajnirani tako da, osim sekvence koja ¢e hibridizovati sa matricom,
jedan oligonukleotid sadrzi i univerzalnu sekvencu koju prepoznaje uzvodni prajmer,
dok drugi sadrzi univerzalnu sekvencu koju prepoznaje nizvodni prajmer, Sto
omogucava njihovo umnozavanje. Uzvodni prajmer koji se koristi za PCR amplifikaciju
je fluorescentno obelezen, pa su stoga i nastali PCR produkti fluorescentno obeleZeni.
Svaka kompletna proba ima jedinstvenu duzinu, tako da rezultuju¢i amplikoni mogu biti
razdvojeni 1 identifikovani kapilarnom elektroforezom. Sledi softverska obrada
intenziteta pojedinacnih signala (uporeduju se sa istovremeno analiziranim kontrolnim
uzorcima), i kao rezultat se dobija relativna koli¢ina svakog amplikona u analiziranom
uzorku.

Sve reakcije u okviru MLPA analize su izvedene koris¢enjem SALSA MLPA
P055 PAH kita (MRC-Holland). Za sve korake inkubacije na specificnim
temperaturama koriS¢en je PCR aparat (dpplied Biosystems). U prvom koraku je 200 ng
genomske DNK u zapremini od 5 pl denaturisano na 98°C tokom 5 min, a zatim je,

nakon hladenja na 25°C, DNK podvrgnuta hibridizaciji.

Hibridizaciona smesa finalne zapremine 8 pl je sadrzala slede¢e komponente:

e 5 ul denaturisane genomske DNK
e 1,5 ul MLPA pufera
e 1,5 pl meSavine specifi¢nih proba (probemix)

Smesa je, nakon inkubacije od 1 min na 95°C, inkubirana na 60°C tokom 16-20 sati radi
uspesne hibridizacije. Nakon toga, smes$a je ohladena na 54°C neposredno pred reakciju
ligacije.

Slede¢i korak je bila reakcija ligacije. Ligaciona smeSa je sadrzala sledece

komponenete:

e 25 ulvode

e 3 ul Ligase pufera A

e 3yl Ligase pufera B

e 1 ul Ligase-65 enzima
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Ligaciona smesa je dodavana direktno u mikrotube sa uzorcima, dok su jos uvek
unutar PCR aparata na temperaturi od 54°C. Radi same reakcije ligacije, uzorci sa
ligacionom smeSom su inkubirani 15 minuta, posle ¢ega je usledilo inaktiviranje enzima
na 98°C tokom 5 minuta. Nakon isteka ovog vremena, uzorci su ohladeni na 20°C radi

pripreme za slede¢i korak — PCR reakciju.
PCR smesa je sadrzala slede¢e komponente:

e 7,5ulvode
e 2 ul SALSA PCR meSavine prajmera (eng. primer mix)
e 0,5 ul SALSA polimeraze za svaki uzorak

Po 10 pl PCR smese je dodavano direktno u mikrotube sa uzorcima, dok su jo§ uvek

unutar PCR aparata na temperaturi od 20°C.
Temperaturni profil PCR reakcije:
(95°C/30s, 60°C/30s, 72°C/60s) X 35 ciklusa
72°C/20min
15°C/ o0

Produkti PCR reakcije su zatim bili pripremljeni za kapilarnu elektroforezu na
slede¢i nacin: 2 pl PCR reakcije je bilo pomeSano sa 0,2 pl markera za veli¢inu
(GeneScan™ - 500 LIZ, AppliedBiosystems) 1 13 pl formamida (HiDi Formamide,
Applied Biosystems). Smesa je inkubirana 2 minuta na 80°C, zatim ohladena na 4°C i
nanesena na aparat za automatsko sekvenciranje (3730 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems). Za analizu dobijenih fragmenata koriS¢en je Peakscanner softver (Applied

Biosystems).

3.2.1.5. BIOINFORMATICKA ANALIZA DETEKTOVANIH VARIJANTI U

DNK

Sve varijante identifikovane u okviru kodiraju¢ih regiona gena PAH i gena PTS

su pretrazene u odgovaraju¢im bazama podataka kako bi se potvrdio njihov eventualni
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patoloski efekat. KoriS¢ene su sledece baze podataka: HGMD (eng. The Human Gene
Mutation Database, http://www.hgmd.org), BIOPKUdb (eng. Database of Patients and
Genotypes Causing HPA/PKU incl. BHA4-Responsive Phenotype,
http://www.biopku.org) 1 PAHDB (eng. Phenylalanine Hydroxylase Locus
Knowledgebase, http://www.pahdb.mcgill.ca).

U slucaju da detektovana promena nije prisutna ni u jednoj od baza podataka,
takva promena je podvrgnuta in silico analizi uz pomo¢ odgovarajucih bioinformatickih
softvera koji predvidaju efekat varijante. U slu€aju nesinonimnih aminokiselinskih
zamena koriS¢eni su sledeci softveri: PolyPhen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2),  SIFT  (http://sift.jcvi.org) 1  MutPred
(http://mutpred.mutdb.org). Ovim programima se predvida da li je ispitivana promena
sekvence mutacija koja dovodi do razvoja bolesti ili benigna varijanta koja nema
patoloSki efekat. PolyPhen-2 predvida mogu¢i efekat aminokiselinske zamene na
strukturu i funkciju humanih proteina, dok SIFT ispituje sli¢nost sekvenci srodnih
proteina i1 ne zahteva informacije o strukturi i1 funkciji proteina. U sluc¢aju malih delecija
1/ili insercija koriS¢en je PROVEAN program, koji funkcioniSe po istom principu kao
SIFT (http://www.provean.jcvi.org). Za proveru evolutivhe ocuvanosti izmenjene
aminokiseline je koris¢en program Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). Ovaj program vrSi poravnanje veceg broja
proteinskih sekvenci iz razli¢itih organizama §to, izmedu ostalog, omogucava proveru
prisustva date aminokiseline na odredenoj poziciji kod manje ili viSe evolutivno
udaljenih vrsta. Proteinski model je konstruisan uz pomo¢ Swiss-PdbViewer programa

(http://www.expasy.org/spdbv), pri ¢emu je koriS¢ena PDB Sifra 2PAH.pdb.

3.2.2. METODE ZA FUNKCIONALNU ANALIZU NOVIH VARIJANTI U
KODIRAJUCIM REGIONIMA GENA-UZROCNIKA HPA

Novootkrivena varijanta u genu PAH, c.676C>A (p.GIn226Lys), koja nije bila

prisutna ni u jednoj od baza podataka, a za koju in silico analiza predvida patoloski
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efekat, bila je podvrgnuta funkcionalnoj analizi. Ovaj deo istraZzivanja obavljen je u
Laboratoriji za molekularnu osnovu metabolickih bolesti, Centra za molekularnu

biologiju “Severo Ochoa” u Madridu.

3.2.2.1. KULTIVISANJE BAKTERIJA

(Maniatis et al., 1982)

U toku rada sa bakterijama neophodno je odrzavati sterilne uslove. Stoga su se
sve manipulacije odvijale u neposrednoj blizini plamenika. Takode, svi rastvori, posude
1 alatke moraju biti sterilni. E.coli bakterije soja DH5a kultivisane su u te¢cnom LB
(Luria-Bertani) medijumu (1% tripton, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt kvasca) ili na ¢vrstoj
LB podlozi (1% tripton, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt kvasca i 1,5% bacto-agar). Svi
medijumi za kultivisanje su sterilisani autoklaviranjem na 120°C u toku 20 min.
Bakterije su kultivisane na temperaturi od 37°C. I u te¢ni i u ¢vrsti medijum je dodavan
odgovaraju¢i antibiotik. S obzirom da pFLAG nosi rezistenciju na ampicilin, ovaj

antibiotik je dodavan u finalnoj koncentraciji 100 pg/ml.

3.2.2.2. MESTO-DIRIGOVANA MUTAGENEZA DNK

(Prema upustvu za koriséenje QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit, Agilent
Technologies)

U ovom delu istraZivanja, varijanta c.676C>A (p.GIn226Lys) je uvedena u
hPAH c¢cDNK (Genbank U49897.1) ukloniranu u pFLAG-CMV ekspresioni vektor,

koris¢enjem oligonukleotida navedenih u Tabeli 5.

Mesto-dirigovana mutageneza je metoda kojom je omogucéeno  precizno
uvodenje zeljene promene (tackaste mutacije, male delecije ili insercije) u postojecu
DNK sekvencu ukloniranu u dvolancani ekspresioni vektor. Za izvodenje metode
koriS¢en je QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies),

prema uputstvu proizvoda¢a. Ovom metodom su obuhvaceni slede¢i koraci: PCR

54



MATERIJAL | METODE

reakcija, digestija Dpn I enzimom 1 transformacija XL1-Blue superkompetentnih celija.
U PCR reakciji se kao matrica koristi superspiralizovani dvolan¢ani plazmidni DNK
vektor koji sadrzi insert od interesa (PAH ¢cDNK). Mutacija se uvodi uz pomo¢ dva
prajmera koji su dizajnirani tako da u sredini sekvence sadrze zeljenu mutaciju. Svaki
od prajmera komplementaran je jednom od lanaca dvolancanog plazmida u Zeljenom
regionu. U PCR reakciji, oligonukleotidni prajmeri se vezuju za plazmid i njegovo
umnozavanje se odvija pod dejstvom Pfu Turbo DNK polimeraze sa visokom
precizno$¢u. Kao produkt reakcije nastaje plazmid koji nosi Zeljenu mutaciju u

sekvenci.
PCR smesa finalne zapremine 50 pl sadrzala je slede¢e komponente:

e 40 ng plazmida

e 10x reakcioni pufer (finalna koncentracija 1x)

¢ 130 ng sense oligonukleotidnog prajmera (veliki visak)

¢ 130 ng antisense oligonukleotidnog prajmera (veliki visak)

e 1 ul ANTP mix (Agilent Technologies kit)

e | pl Pfu Turbo DNK polimeraze (Agilent Technologies kit, 2.5U/pl)

Temperaturni profil PCR reakcije:

95°C/1min

(95°C/30s, 55°C/30s, 68°C/18min) X12 ciklusa
4°C/ o

Nakon toga je usledio korak reakcije digestije sa Dpn I restrikcionim enzimom.
Dpn 1 endonukleaza (ciljna sekvenca: 5’Gm°ATC-3) je specifi¢na za metilovane i
hemimetilovane DNK 1 koristi se za digestiju DNK matrice. DNK izolovana iz vecine
E. coli sojeva je dam” metilovana i stoga ¢e biti podlozna digestiji ovim enzimom. S
obzirom da je mutirani plazmid nastao kao produkt PCR reakcije te kao takav nije
metilovan, on nece biti digeriran od strane Dpn I enzima. Na ovaj nacin vrsi se selekcija

novosintetisane DNK koja sadrzi mutaciju. Da bi se izvela reakcija digestije, 10 U Dpn
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I (1 pl) restrikcionog enzima (Agilent Technologies) je direktno dodato u mikrotubu u
kojoj se odvijala PCR reakcija, nakon ¢ega je usledila inkubacija od 1 h na 37°C.
Plazmid koji je nakon PCR dirigovane mutageneze podvrgnut Dpn I digestiji koristi se
za transformaciju XL1-Blue superkompetentnih celija (Agilent Technologies). XL1-
Blue ¢elije (50 pul) su otopljene na ledu nakon ¢ega im je dodat mutirani plazmid tretiran
sa Dpn 1 (1-20 ul). Nakon veoma pazljivog, blagog meSanja, smesa je inkubirana 30
min na ledu. Izlaganjem smeSe temperaturnim Sokovima: led (30 min) - 42 °C (45 s) -
led (2 min), propustljivost bakterijskih membrana dostize maksimum $to omogucava
efikasnu transformaciju bakterija plazmidnom DNK (Maniatis et al., 1982). Imajuéi u
vidu da se ocekuje mali broj transformanata, Citava transformaciona reakcija je
razmazana po ¢vrstoj LB podlozi koja sadrzi antibiotik ampicilin. Nakon rasta bakterija
tokom najmanje 16 h na 37°C, bilo je moguée uoéiti pojedinaéne kolonije na petri
Soljama. S obzirom na selektivnost podloge, samo bakterije koje su primile plazmidnu

DNK, tj.transformanti, mogu da izrastu.

3.2.2.3. DETEKCIJA PLAZMIDA KOJI NOSI ZELJENU MUTACIJU

Sekvenciranje je definitivna potvrda da plazmid sadrzi zeljenu mutaciju i da u
¢itavoj sekvenci ne postoji promena nastala usled eventualne greske nastale prilikom
umnozavanja plazmida u PCR reakciji. Sekvenciranje pFLAG je vrSeno pomocu
prajmera iz Tabele 6. koji je bio dizajniran tako da prepoznaje sekvencu humane PAH
cDNK. Za dobijanje male koli¢ine plazmidne DNK koja moze uspesno da se
sekvencira, plazmidna DNK je izolovana mini prep metodom (Qiagen), dok je za
potrebe transfekcije, gde je neophodna veca koli¢ina plazmida dobrog kvaliteta, za

izolaciju koriS¢ena maxi prep metoda (Qiagen).

3.2.2.4. 1ZOLOVANJE PLAZMIDNE DNK NA MALOJ SKALI

(Prema upustvu za korisé¢enje QIlAprep Spin Miniprep Kit, QIAGEN)
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Pojedinacne bakterijske kolonije su zasejavane u 5 ml tecnog LB medijuma sa
ampicilinom i inkubirane preko noé¢i na 37°C uz aeraciju na 180 rpm. Prekonoc¢ne
kulture se prebacivane u mikrotube i centrifugirane na 13 000 rpm tokom 5 min.
Bakterijski talog je resuspendovan vorteksovanjem u 250 pl pufera P1. Zatim je
dodavano 250 pul pufera P2, prac¢eno invertovanjem tube 4 do 6 puta. Zatim je dodavano
350 pl pufera N3, nakon cega je takode bilo neophodno momentalno 1 temeljno
promesati sadrZaj na isti nacin. Navedeni koraci su omogucili lizu bakterijskih celija.
Potom je smeSa centrifugirana na 13 000 rpm tokom 10 min. Supernatant koji sadrzi
plazmidnu DNK je direknim presipanjem iz mikrotube nanoSen na QIAprep kolonu.
Nakon toga je vrseno centrifugiranje na 13 000 rpm 1 min i eluat je odbacivan. U ovom
koraku DNK je ostala vezana za kolonu i potrebno ju je isprati od necisto¢a. Stoga je na
kolonu prvo dodato 0,5 ml pufera PB praceno centrifugiranjem u toku 1 min.
Dodavanjem 0,75 ml pufera PE i centrifugiranjem na 13 000 rpm tokom 1 min DNK je
dalje bila oslobadana od necistoca. Posle svakog od do sada navedenih centrifugiranja,
eluat je odbacivan. Da bi se odstranili i poslednji tragovi pufera, kolona je ponovo
centrifugirana na 13 000 rpm tokom 1 min. Kolona je na kraju prebacena u sterilnu
mikrotubu u koju ¢e biti eluirana DNK. Na kolonu je tada dodato 100 pul pufera EB koji
¢e osloboditi DNK sa kolone. Nakon inkubacije od 1 min na sobnoj temperaturi, DNK

je eluirana centrifugiranjem na 13 000 rpm tokom 1 min.

3.2.2.5. 1ZOLOVANJE PLAZMIDNE DNK NA VELIKOJ SKALI

(Prema upustvu za koriséenje Plasmid Purification Maxi Kit, QIAGEN)

Pojedinac¢ne bakterijske kolonije su zasejavane u 250 ml te¢nog LB medijuma sa
ampicilinom i inkubirane preko noéi na 37°C uz aeraciju na 180 rpm. Ukoliko
bakterijski soj nije dostupan na petri Solji, moze se koristiti 1 glicerolski stok.
Prekono¢na kultura je prebacena u sterilnu plasticnu tubu i potom centrifugiranana
6000rpm u toku 20 min na +4°C (Sorvall centrifuga, rotor GS-3) nakon ¢ega je talog
resuspendovan u 10 ml pufera P1 koji obezbeduje lizu bakterijskih ¢elija. Svi koraci su
bili izvodeni na ledu. Nakon S§to je talog u potpunosti rastvoren, sadrzaj je prebacen u

sterilnu plasticnu tubu od 30 ml, u koju je zatim dodato 10 ml pufera P2 a sadrzaj
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pomesan invertovanjem tube 4 do 6 puta. Nakon toga, smesa je inkubirana na sobnoj
temperaturi u toku 5 min. Zatim je dodato 10 ml pufera P3 nakon cega je smeSa
temeljno promeSana invertovanjem tube 4 do 6 puta a potom inkubirana na ledu u toku
20 min. Smesa je zatim centrifugirana na 13 000 rpm tokom 30 min na +4°C (Sorvall
centrifuga, rotor SS-34). Za to vreme je Qiagen kolona pripremljena propustanjem 10
ml pufera QBT, koji uz pomo¢ sile gravitacije prolazi kroz kolonu. Nakon
centrifugiranja je supernatant u kome se nalazi plazmidna DNK naliven u prethodno
pripremljenu QIAGEN kolonu. Nakon prolaska supernatanta, plazmidna DNK ostaje
vezana za kolonu. Sledi ispiranje vezane DNK od necisto¢a dodavanjem 30 ml pufera
QC, sto je ponovljenodva puta. Kolona je zatim pri¢vrSéena za sterilnu staklenu
epruvetu od 30 ml radi elucije. U sledeCem koraku je DNK eluirana sa kolone
dodavanjem 15 ml pufera QF. DNK je potom precipitirana dodavanjem 10,5 ml
izopropanola a potom centrifugirana na 8§ 000 rpm u toku 30 min na +4°C (Sorvall
centrifuga, rotor SS-34). Supernatant je pazljivo odliven, a DNK talog ispran sa 5 ml
70% etanola. Nakon centrifugiranja na 8 000 rpm u toku 10 min, supernatant je u

potpunosti uklonjen, a DNK talog osusen i rastvoren u 200 ul 1xTE.

3.2.2.6. CUVANJE TRANSFORMANATA

(Maniatis et al., 1982)

Transformanti su nekoliko nedelja vijabilni na ¢vrstim LB  podlogama
suplementiranim sa antibiotikom, ukoliko su petri Solje zatvorene parafilmom i cuvane
na +4°C okrenute naopako. Za duze ¢uvanje transformanata pripremljeni su glicerolski
stokovi - 150 pl sterilnog 100% glicerola i 850 pl teéne prekonocne kulture je
pomesSano vorteksovanjem 1 ¢uvano na -80°C. Za pripremu glicerolskog stoka su
odabrane prekono¢ne kulture koris¢ene za izolaciju plazmidne DNK na maloj skali, za

koje je sekvenciranje pokazalo da nose Zeljenu mutaciju.
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3.2.2.7. KULTIVISANJE PERMANENTNIH CELIJSKIH LINIJA

(Shannon et al., 1973, Aguado et al., 2006)

U eksperimentima funkcionalne analize mutacije PAH p.GIn226Lys bila je
koris¢ena Hep 3B humana hepatoma celijska linija, dok je u eksperimentima
funkcionalne analize nekodirajucih regiona gena PAH bila koris¢ena Hep G2 Celijska

linija. Obe ¢elijske linije su poreklom humane hepatoma ¢elijske linije.

Hep3B i HepG2 su ustaljene (permanentne, imortalizovane) ¢elijske linije. Obe
linije spadaju u adherentne celije, dakle, lepe se za podlogu i rastu dok se ne formira
jednocelijski “tepih” na donjoj povrsini posude za kultivisanje, kada, usled kontaktne
inhibicije, ¢elije ulaze u stacionarnu fazu rasta (mirovanje). Za gajenje celija su
kori$¢eni odgovarajuc¢i medijumi koji sadrze sve komponente neophodne za neprekidno
razmnoZavanje ¢elija. Za gajenje Hep3B je koris¢en MEM (Eagle's minimal essential
medium) suplementiran sa 5% fetalnog teleCeg seruma i 1% L-glutamina. Za gajenje
HepG2 je koris¢en DMEM Low Glucose (Dulbecco's Modified Eagle Medium, PAA
Laboratories) sa L-glutaminom 1 glukozom u koncentraciji 1 g/l suplementiran sa 10%
fetalnog teleceg seruma (FCS, PAA Laboratories). U oba slucaja je medijum
suplementiran i sa meSavinom antibiotika (penicilin — streptomicin) u finalnoj
koncentraciji od 1%, osim pri izvodenju eksperimenata lipofektaminske transfekcije.
Zasejavanje ¢elija u kulturu je vrSeno brzim odmrzavanjem alikvota ¢elija direktno iz
te¢nog azota (-196°C) i resuspendovanjem ukompletnom medijumu zagrejanom na
37°C. Brzim otapanjem, kristalne strukture leda brzo nestaju i smanjuje se opasnost da
probiju éelijske membrane. Celije su gajene u Petri Soljama u inkubatoru sa
automatskim protokom 5% CO, u vazduhu i na temperaturi od 37°C. PasaZiranje Celija
je vrSeno pri konfluentnosti od priblizno 80%, svaka 3 - 4 dana. Nakon usisavanja
medijuma vakuumom, c¢elijski sloj je ispiran PBS-om (Phosphate Buffered Saline),
kojina 1 litar sadrzi: 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2 g KH,PO41 1,15 g Na,HPO4 x2H,O0.
Nakon toga je izvrSeno odvajanje ¢elija od podloge dodavanjem 0,1% rastvora tripsina
u PBS-u. Nakon kraceg delovanja enzima (5 min) na 37°C, reakcija je zaustavljana
dodavanjem medijuma sa serumom u odnosu 1:1 prema dodatoj koli&ini tripsina. Celije

su temeljno resuspendovane i potom subkultivisane u odgovaraju¢em odnosu (najcesce
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u odnosu 1:2). U slucaju pripreme za eksperiment transfekcije, celije su nakon
resuspendovanja izbrojane. Celije su brojane pod mikroskopom pomoéu hemocitometra.
KoriS¢ena je Biirker-Tiirk-ova ploc€ica 1 sledeca formula za izraCunavanje broja Celija:
broj éelija na plogici/64 x 0,5 = broj éelija u suspenziji (10°)/ml. Pri brojanju je
kori$éena boja tripan-plavo (0,1%) koja omogucava razlikovanje zivih od mrtvih ¢elija
- tripan-plavo ulazi u mrtve ¢elije 1 boji ih, dok zive celije ostaju svetle, sa zlatnim
oreolom. Zamrzavanje je vrSeno u fazi logaritamskog rasta celija pri ¢emu su bile
pripremljene na slede¢i nacin: Celije su isprane od medijuma, tripsinizovane i potom
centrifugirane 10 min na 1200 rpm. Nakon pazljivog usisavanja medijuma, ¢elijski talog
je opran PBS-om, a zatim jo$ jednom centrifugiran pod istim uslovima. Nakon toga su
¢elije resuspendovane u medijumu za zamrzavanje (10% dimetilsufoksid (DMSO) u
FCS-u). DMSO ima krioprotektivhu ulogu, jer obezbeduje vezivanje vode i time
smanjuje verovatno¢u stvaranja kristala leda koji mogu da ostete éelije. Celija
suspenzija je razdeljivana u kriotube 1 potom podvrgnuta postupnom zamrzavanju, da bi
se izbeglo stvaranje intracelularnih kristala leda: ¢elije su prvo drzane na +4°C (1 sat),
zatim na -20 °C (1 do 16 sati), i kona¢no na -80°C (16 do 72 sati). Tek tada su celije

smestene u teéni azot (-196 °C), gde ostaju vijabilne godinama.

3.2.2.8. TRANSFEKCIJA PLAZMIDNE DNK U HEPATOCITE - JetPEI
TRANSFEKCIJA

(Aguado et al., 2006)

Za eksperimente tranzitorne ekspresije wt ili mutiranog PAH-FLAG proteina, 5
x 10° Hep 3B ¢elija je bilo zasejano u 2 ml MEM medijuma u pojedina¢ni bunar na P-6
Solji (10 cm?). Celije su gajene 24h pri standardnim uslovima, sa standardnom
koncentracijom antibiotika, budu¢i da antibiotik nema uticaja na vijabilnost ¢elija pri
JetPEI transfekciji. Sutradan je ¢elijama dodat svez MEM (2 ml) i pristupljeno je
pripremi transfekcione smese. Najpre je 3 ug plazmidne DNK rastvoreno u 100 pl 150
mMNaCl, dok je, sa druge strane, 6 ul JetPEI reagensa (PolyPlus Transfection)
rastvoreno u 100 pl NaCl. Na kraju su ove dve smeSe sjedinjene, pomeSane 1 inkubirane

15-30 min ¢ime je omoguceno formiranje kompleksa izmedu DNK 1 JetPEI reagensa.
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Nakon isteka ovog vremena je u pojedinacni bunar P-6 Solje dodato, kap po kap, po 200
ul transfekcione smese. P-6 Solja je zatim blago zaljuljana da bi se medijum bolje
sjedinio sa transfekcionom smeSom.Celije su u prisustvu transfekcione smese
inkubirane 4-5 h, nakon ¢ega su isprane PBS-om i tom prilikom im je dodat svez
medijum. U nekim od eksperimenata je umesto standardnog medijuma dodat medijum
suplementiran sepiapterinom (finalna koncentracija 100 uM). Sepiapterin je prekursor
intracelularne BH4 biosinteze, koji je kofaktor i prirodni Saperon enzima PAH.
Prisustvo sepiapterina tokom ekspresije mutiranog proteina PAH, uticuéi na njegovo
savijanje, moze dovesti do stabilizacije strukture i odloziti proteoliticku degradaciju.
Nakon 48 h od transfekcije, ¢elije su temeljno isprane PBS-om. Nakon tripsinizacije i
njihovog sakupljanja, ¢elije su resuspendovane u 1 ml PBS-a. Nakon centrifigiranja 5
min na 12000 rpm, ¢elijski talog je ponovo ispran sa 1 ml PBS-a. Nakon centirfugiranja
pod istim uslovima, supernatant je pazljivo odvaden a talog se pohranjen na -70°C do

koris¢enja.

3.2.2.9. PRIPREMA CELIJSKIH EKSTRAKTA

(Aguado et al., 20006)

Celijski talog je otopljen na ledu i potom resuspendovan u 35-50 pl pufera (20
mM Hepes, 200 mM NacCl, 0,2 mM proteazni inhibitor, finalni pH 7). Liziranje Celija je
postignuto njihovim naizmeni¢nim stavljanjem u te¢ni azot (-196°C) 1 vodeno kupatilo
(+37°C) uz vorteksovanje nakon svakog koraka, Sto je ponovljeno 3 puta. Nakon
centrifugiranja tokom 5 min na 13 000 rpm (+4°C), supernatant je prebacen u nove

mikrotube. Koncentracija proteina u uzorcima je izmerena Bradford metodom.

3.2.2.10. BRADFORD METODA

(Bradford et al., 1976)

Bradford metoda se koristi za utvrdivanje koncentracije proteina u uzorku. Po 10
ul proteinskog uzorka je rastvoreno u 790 pl vode, a zatim pomeSano sa 200 pl

Bradford reagensa (Protein Assay Due Reagent, Bio Rad). Nakon inkubacije od 5 min u
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mraku na sobnoj temperaturi, apsorpcija se odreduje spektrofotometrijski na talasnoj
duzini od 595nm (Ultrospec 3300 Pro, Amersham Biosciences). Radi odredivanja
koncentracije proteina u uzorku, neophodno je napraviti standardnu krivu tako $to se
poznata razblaZzenja BSA proteina (1 mg/ml), ukljucujuéi blank, pripremaju i mere na

identi¢an nac¢in kao i uzorci.

3.2.2.11. WESTERN BLOT

(Aguado et al., 2006)

Western blot je analiticka metoda koja se koristi za detekciju specifi¢nih
proteina u ukupnom proteinskom ekstraktu. Ovom metoda su obuhvaceni sledeci
koraci: razdvajanje solubilnih celijskih proteina prema molekulskoj tezini na
denaturiSu¢em SDS-poliakrilamidnom gelu, transfer razdvojenih proteina na
nitriceluloznu membranu, imunodetekcija PAH-FLAG uz pomo¢ komercijalnog
primarnog antitela (anti-FLAG M2, Sigma) i anti-mouse-Ig sekundarnog antitela
konjugovanog sa peroksidazom rena (eng. horseradish peroxidase) (Santa Cruz). Za

detekciju se koristi hemiluminescentni detekcioni sistem (ECL).

3.2.2.12. DENATURISUCI SDS POLIAKRILAMIDNI GEL

DenaturiSu¢i SDS poliakrilamidni gel sastoji se iz gela za nanoSenje (eng.
stacking gel) 1 gela za razdvajanje (eng. running gel). Prvo je pripremljen gel u kome ¢e
se proteini iz uzorka razdvojiti, 10% poliakrilamidni SDS gel. Kao pufer za pripremanje
gela koriscen je 1,5 M Tris-HCI pH 8,8. Za oba gela je kao denaturisuéi agens koriséen
0,1% SDS, dok su kao inicijatori polimerizacije koriS¢eni 0,1% APS
(amonijumpersulfat) 1 0,01% TEMED (tetrametiletilendiamin). Nakon §to je gel za
razdvajanje polimerisao, pripremljen je 4% poliakrilamidni SDS gel na koji se nanose
uzorci. Kao pufer za pripremanje ovog gela koris¢en je 0,5 M Tris HCI pH 6,8. Uzorci
su neposredno pre se pre nanoSenja na gel pomesani sa denaturiSu¢im puferom za
uzorak (0,125 M Tris HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% glicerol; 10% B- markaptoetanol) i

bojom (0,25%, brom fenol plavo, 0,25% ksilen cijanol, 30% glicerol), denaturisani na
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95°C u toku 5 min i Cuvani na ledu do nanoSenja na gel. Pripremljeni uzorci (40-100 pg
po bunari¢u) su nanoSeni na gel 1 razdvajani elektroforetski pri konstantnom naponu od
100 V tokom 90 min. Radi odredivanja veli¢ine proteina, uporedo sa uzorcima su na gel

nanoSeni 1 komercijalni proteinski markeri (Lonza i Invitrogen).

3.2.2.13. TRANSFER PROTEINA NA MEMBRANU

Za potrebe transfera proteina koriS¢ena je nitrocelulozna membrana. Pripremljen
je pufer za transfer slede¢eg sastava: 25 mM Tris, 190 mM glicin, 20% metanol, pH 8,5.
Nakon elektroforeze su nitrocelulozna membrana i filter papiri iseCeni tako da
odgovaraju veli¢ini gela. Zatim su filter papiri i sunderi potopljeni u pufer za transfer
(oko 15 min). Pre postavljanja na filter papir je i sam gel potopljen u transfer pufer.
Nosac za transfer je okrenut tako da katoda bude na dnu. Na njega su redani slede¢im
redosledom: sunder, filter papir, gel, nitrocelulozna membrana, filter papir, sunder, i na
vrhu anoda, uz istiskivanje mehurica pri svakom koraku. Nosac€ je na kraju zatvoren i
postavljen u kadicu u odgovaraju¢oj orijentaciji. Ovakav raspored je omogucio da struja
tece od od katode, na kojoj se nalazi gel, ka anodi, tj. ka membrani. Transfer je izvrSen
pri konstantnom naponu od 100 V i jacini stuje od 250 mA u toku 60 min. Nakon
zavrSenog transfera, aparatura je pazljivo razmontirana, dok je membrana nekoliko
minuta inkubirana u rastvoru Ponceau S (0,1% Ponceau S boja; 1% siréetna kiselina),
radi potvrde da je transfer uspesno i ravnomerno obavljen. Membrana je zatim nekoliko

puta ispirana PBS-Tween puferom (1xPBS; 0,1% Tween) radi potpunog odbojavanja.

3.2.2.14. IMUNODETEKCIJA PAH-FLAG PROTEINA

Detekcija PAH-FLAG proteina je pretpostavljala tri koraka. U prvom koraku,
bilo je neophodno izvrs$iti blokiranje membrane od nespecifi¢nog vezivanja antitela koja
¢e kasnije biti dodata. Radi blokiranja nespecifi¢nog vezivanja antitela, membrana je
inkubirana sa 10 ml pufera (1xPBS; 0,1% Tween; 500 mg nemasnog suvog mleka) u

zatopljenoj plasti¢noj kesici, uz klackanje najmanje 1h na sobnoj temperaturi, $to je
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omogucilo da se proteini mleka vezu za membranu na svim mestima za koja se proteini
iz gela nisu vezali. Na ovaj nacin je spreceno direktno vezivanje primarnog antitela za

samu membranu, $to minimizira pojavu lazno pozitivnih rezultata.

U drugom koraku se primarno antitelo specifi¢no vezuje za ciljni protein (PAH-
FLAG), dok se u tre¢em koraku sekundarno antitelo vezuje za anti-FLAG i detektuje se
hemiluminiscencijom. Primarno antitelo koris¢eno u eksperimentima je anti-FLAG M2,
monoklonalno antitelo proizvedeno u miSu, koncentracije 10 pg/ml (Sigma).

(Sigma).

Nakon inkubacije sa mlekom, membrana je inkubirana u odgovaraju¢em
razblazenju primarnog anti-FLAG M2 (1/1000 (v/v) razblazenje). 10 pl anti-FLAG M2
je bilo rastvoreno u 10 ml pufera (1xPBS; 0,1% Tween; 500 mg nemasnog suvog
mleka) i membrana sa puferom inkubirana u zatopljenoj plasti¢noj kesici preko no¢i na
+4°C uz klackanje. Inkubacijom na niskoj temperaturi je smanjena mogucénost
nespecificnog vezivanja. Slede¢eg dana, membrana je ispirana od nevezanog primarnog
antitela tri puta po 10 min u puferu (1xPBS; 0,1% Tween). Membrana je zatim
zatopljena u plasti¢nu kesicu zajedno sa 10 ml pufera (razblazenje sekundarnog antitela
je 1/5000 (v/v); 1xPBS; 0,1% Tween; 500 mg nemasnog suvog mleka) i inkubirana, uz
klackanje, 1 h na sobnoj temperaturi. Nakon toga, membrana je ispirana od nevezanog
sekundarnog antitela tri puta po 10 min u puferu (1xPBS; 0,05% Tween). S obzirom da
je za sekundarno antitelo vezana peroksidaza rena, vizuelizacija formiranih kompleksa
ostvarena je dodavanjem hemiluminescentnog agensa (ECL, Amersham Pharmacia
Biotech). Membrana je inkubirana sa agensom 1 min, nakon cega je uklonjen viSak
agensa.U reakciji koja se razvija, produkuje se luminescencija proporcionalna koli¢ini
ciljnog proteina u uzorku. Kada se senzitivni film inkubira preko membrane u kaseti,
svetlost koja se razvija u reakciji pravi sliku koja predstavlja raspored sekundarnih
antitela na membrani. Radi dobijanja optimalnog signala, film je inkubiran sa
membranom tokom razli¢itih vremenskih intervala (1 s, 5 s, 30 s, 5 min i 45 min).
Relativna kvantifikacija proteina vrSena je densitometrijski (GS-710 Calibrated Imaging

Densitometer, Bio Rad).
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3.2.2.15. IMUNODETEKCIJA B AKTIN PROTEINA - KONTROLA

NANOSENJA UZORAKA

Da bi nivo detektovanog proteina mogao da bude normalizovan medu razli¢itim
uzorcima, pozeljno je potvrditi da je koli¢ina pocetnog nanesenog uzorka jednaka u
okviru gela. Tada se pribegava detekciji drugog proteina iz pocetnog uzorka, Sto je
poznato pod nazivom kontrola nanoSenja (eng. loading control). Kao kontrole se
najceSc¢e koriste proteini koji su produkti gena koji imaju konstitutivnu ekspresiju u
vecini Celijskih linija ili tkiva, poznati 1 kao “housekeeping genes”. Nivo ekspresije
kontrole nanosenja stoga ne bi trebalo da varira u uzorcima u okviru jednog gela. Kao
kontrola za nivo ekspresije PAH-FLAG proteina je koris¢en B aktin. Koris¢eno je anti-f3
aktin antitelo proizvedeno u misu (Sigma), za koje je istovremeno vezana i peroksidaza
rena. Membrana je najpre oslobodena od vezanog primarnog i sekundarnog antitela
inkubiranjem na 80°C tokom 20 min zatopljena u plasti¢noj kesici sa puferom (1xPBS;
0,2M glicin, 0,05% Tween). Nakon toga, membrana je ispirana tri puta po 10 min u
puferu (1xPBS; 0,1% Tween). Membrana je zatim zatopljena u plasti¢nu kesicu zajedno
sa 10 ml pufera (razblazenje antitela je 1/25000 (v/v); 1xPBS; 0,1% Tween; 500 mg
nemasnog suvog mleka) i inkubirana, uz klackanje, 45 min na sobnoj temperaturi.
Nakon toga, membrana je ispirana tri puta po 10 min u puferu (1xPBS; 0,1% Tween)
posle cega je usledila prethodno opisana detekcija hemiluminiscencije, kao i

densitometrijska analiza.
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3.2.3. METODE ZA FUNKCIONALNU ANALIZU NOVIH
TRANSKRIPCIONIH REGULATORA U NEKODIRAJUCIM REGIONIMA

GENA PAH

3.2.3.1. METODE ZA ANALIZU VARIJANTI U NEKODIRAJUCIM

DELOVIMA GENA PAH

U cilju identifikacije varijanti koje bi mogle biti okarakterisane kao moguci
regulatori transkripcije, odabrani nekodirajuéi regioni gena PAH (deo promotora kao i
VNTR region u 3' kraju) su najpre analizirani metodom sekvenciranja, na nacin kako je

ve¢ opisano ranije u poglavlju, koris¢enjem prajmera iz tabele 3.

3.2.3.2. ANALIZA PROMOTORSKOG REGIONA GENA PAH

Deo promotora gena PAH od pozicije c.-40 do c.-551 (u odnosu na mesto

pocetka transkripcije) je najpre umnozen, a potom i sekvenciran.
PCR smesa finalne zapremine 25 pl sadrzala je slede¢e komponente:

e 200 ng DNK

e 10x PCR pufer sa 15 mM MgCl, (finalna koncentracija 1xPCR pufer, 1,5 mM
MgCly)

e 5xQ pufer (finalna koncentracija 1x)

e 25 mM MgCl, (finalna koncentracija 1,5 mM)

e dNTPs (finalna koncentracija svakog 200 uM)

e prajmeri navedeni u tabeli 3 (finalna koncentracija svakog 20 pmol)
e KAPA Taq DNA polimeraza, 5U/ul (finalno 1U)

Temperaturni profil PCR reakcije bio je sledeci:
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95°C/5min
(95°C/30s, 60°C/30s, 72°C/45s) ponovljeno 35 puta
72°C/10min

Dobijeni PCR produkt je proveravan elektroforezom na 2% agaroznom gelu, a potom

analiziran sekvenciranjem.

3.2.3.3. ANALIZA BROJA PONOVAKA U VNTR REGIONU U 3' KRAJU

GENA PAH

(Goltsov et al., 1992)

Za odredivanje broja ponovaka u VNTR, u okviru 3' regiona gena PAH,
koris¢ena je PCR metoda. U kombinaciji sa metodom sekvenciranja, bilo je moguce

utvrditi 1 arhitekturu ponovaka.
PCR smesa finalne zapremine 25 pl sadrzala je slede¢e komponente:

e 200 ng DNK

e 10x PCR pufer sa 15mM MgCl, (finalna koncentracija 1xPCR pufer, 1,5 mM
MgCl)

e 5xQ pufer (finalna koncentracija 1x)

e 25 mM MgCl; (finalna koncentracija 1,5 mM)

e dNTPs (finalna koncentracija svakog 200 uM)

e prajmeri navedeni u tabeli 3 (finalna koncentracija svakog 20 pmol)
e Qiagen HotStart Tag DNK polimeraza, SU/ul (finalno 1U)

Temperaturni profil PCR reakcije bio je sledeci:
95°C/15min

50°C/1min
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72°C/2min
(92°C/25s, 50°C/25s, 72°C/40s) ponovljeno 35 puta
72°C/10min

PCR produkt je analiziran elektroforezom na 4% agaroznom gelu. Na osnovu duZine
PCR produkta vrSeno je odredivanje broja ponovaka, §to je dodatno potvrdeno

sekvenciranjem.

3.2.3.4. BIOINFORMATICKA ANALIZA ODABRANIH VARIJANTI

Retke genske varijante identifikovane u promotoru gena PAH, kao i razliciti aleli
u pogledu broja 1 arhitekture ponovaka su analizirani in silico, koriS¢enjem
bioinformatickih softvera koji vrSe predikciju potencijalnih vezivnih mesta
transkripcionih faktora. Za analizu VNTR regiona je koris¢en TFSEARCH program,
verzija 1.3 (http://www.cbrc.jp/htbin/nph-tfsearch), pri ¢emu su uzimana u obzir samo
vezivna mesta pronadena kod ki¢menjaka. Za analizu varijanti iz promotora gena PAH
je koriS¢en Matlnspector algoritam (http://www.genomatix.de). Odabrane varijante su

zatim podvrgnute funckionalnoj analizi.

3.2.3.5. METODOLOGIJA REKOMBINANTNE DNK

(Maniatis et al., 1982)

Radi funkcionalne analize odabranih nekodiraju¢ih regiona gena PAH, Zeljeni
DNK regioni koji sadrze potencijalna vezivna mesta za transkripcione faktore su
metodama rekombinantne DNK (digestija restrikcionim enzimima, defosfrorilacija i
ligacija) klonirani u pPBLCATS plazmidne vektore. Dobijeni konstrukti oznaceni su sa
pBLCATS -170C, pBLCATS5 -170delC, pBLCATS VNTR3, pBLCAT5 VNTR7 i
pBLCATS5 VNTRS.
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U slucaju VNTR regiona, u prvom koraku je Zeljeni DNK region umnozen u
PCR reakciji uz pomo¢ specifi¢nih prajmera navedenih u Tabeli 4. Uslovi PCR reakcije
su bili isti kao pri umnoZavaju VNTR regiona, kao §to je ve¢ navedeno. PCR produkti
su proveravani elektroforezom na 2% agaroznom gelu i potom kori§¢eni u reakciji

digestije sa HindllIl i Xbal restrikcionim enzimima.

U slucaju dela promotora gena PAH, fragment koje ¢e biti koriS¢en za kloniranje
je konstruisan u tri konsekutivhe PCR reakcije da bi se obezbedilo nastajanje dva
razli¢ita konstrukta, sa i bez potencijalnog vezujuceg mesta za transkripcione faktore. U
sluc¢aju konstrukta koji nosi potencijalno vezivno mesto, zeljeni promotorski region od
c.-551 do c.-40 je u celosti umnozen u PCR reakciji uz pomo¢ odgovarajucih prajmera
navedenih u Tabeli 4. Za konstrukt bez vezivnog mesta, pPBLCATS5 -170delC, da bi se
iz zeljenog regiona deletiralo potencijalno vezivno mesto koje obuhvata region od c.-
173 to -165, najpre su umnozZena dva nezavisna fragmenta koriS¢enjem odgovarajucih
prajmera iz tabela 4, koji su u tre¢oj PCR reakciji (nakon precis¢avanja na koloni, kao
Sto je opisano ranije) iskoriS¢eni kao matrice 1 tako obezbedili nastajanje fragmenta koji
na krajevima sadrZi mesta za sefenje restrikcionim enzimima. Uslovi PCR reakcije su
bili isti kao pri umnozavaju promotorskog regiona, kao §to je ve¢ navedeno. PCR
produkti su proveravani elektroforezom na 2% agaroznom gelu i potom koris¢eni u

reakciji digestije sa Hindlll i Xbal restrikcionim enzimima.

Slede¢i korak je podrazumevao formiranje lepljivih krajeva na plazmidu i PCR
fragmentu §to je postignuto u reakciji digestije odabranim restrikcionim enzimima.
Plazmid pBLCATS sadrZi polilinker sa mestima sefenja za veliki broj restrikcionih
enzima, izmedu ostalih HindllIl i Xbal. U slu€aju PCR fragmenata, restrikciona mesta su

kreirana pomocu prajmera u PCR reakciji.
Smesa za digestiju finalne zapremine 20 pl sadrzala je slede¢e komponente:

e 400ng pPBLCATS plazmida ili 300-800ng precis¢ene PCR smese
e 10xM pufer (finalno 1x)
e 0,1% BSA (Sigma) (finalno 0,01%)

e Hindlll, Pharmacia 15U/ul (finalno 3U)
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e Xbal, Pharmacia 15U/ul (finalno 3U)

Smese za digestiju su inkubirane 16 h na 37°C. Produkti digestije analizirani su
elektroforezom na 1% agaroznom gelu u slucaju digestije plazmida, odnosno 2%
agaroznom gelu u slucaju digestije PCR produkta. Istovremeno su pripremane i
kontrolne digestije u kojima je plazmid seCen samo sa jednim enzimom. Linearizacija

plazmida u obe jednostruke digestije je bila potvrda aktivnosti oba restrikciona enzima.

Radi sprecavanja recirkularizacije plazmida izvrSena je reakcija defosforilacije
kojom se sa 5" kraja plazmida uklanja fosfatna grupa. Defosforilacija je izvrSena
alkalnom fosfatazom izolovanom iz creva teleta (Calf Intestine Alkaline Phosphatase,

CIAP) prema uputstvu proizvodaca (Fermentas).
Smesa za defosforilaciju finalne zapremine 35 pl sadrzala je slede¢e komponente:

e 1,5-2 ug pBLCATS plazmida
e 10x pufer (finalno 1x)
e CIAP 10U/l (finalno 2U)

SmeSa za defosforilaciju je inkubirana 30 minuta na 37°C. Dejstvo alkalne

fosfataze je zaustavljeno izlaganjem smese temperaturi od 85°C u trajanju od 15 minuta.

Formiranje rekombinantnog DNK molekula spajanjem plazmida i PCR

fragmenta sa komplementarnim lepljivim krajevima je izvrSeno u reakciji ligacije.

Ukupna koli¢ina DNK u ligacionoj smesi ne bi trebalo da prede 200 ng. Molarni
odnos vektora i fragmenta je varijabilan. Za fragmente veliCine sli¢ne vektoru,
preporucuje se odnos 1:1, dok u slu¢aju fragmenata manjih od vektora odnos raste 1:2,

1:3, 1:5 itd.
Ligaciona smesa finalne zapremine 10 pl sadrzala je slede¢e komponente:

e 100 ng digeriranog, defosforilovanog, precis¢enog pBLCATS

e odgovaraju¢a koli¢ina digeriranog precis¢enog PCR fragmenta u ng da bi
molarni odnos plazmida i fragmenta bio 1:10

e 10xpufer, sadrzi Mg i ATP (finalno 1x)
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e T4 DNK Ligaza (Thermo Scientific), 5 U/ul (finalno 1 U)

Ligaciona smeSa je inkubirana 16 h na 16°C. Produkti ligacije su analizirani

elektroforezom na 1% agaroznom gelu.

3.2.3.6. KULTIVISANJE BAKTERIJA

Kultivisanje bakterija E.coli DH5a soja je obavljeno na nacin opisan ranije u
poglavlju. Budu¢i da je pPBLCATS nosi rezistenciju na ampicilin, ovaj antibiotik je pri

kultivaciji dodavan u finalnoj koncentraciji 100 pg/ml.

3.2.3.7. PRIPREMANJE KOMPETENTNIH CELIJA E. Coli DH50,

(Maniatis et al., 1982)

Za razliku od dela istrazivanja funkcionalne analize varijante p.GIn226Lys gde
su pri transformaciji mutiranog plazmida koriS¢ene komercijalno dostupne XL1-Blue
superkompetentne bakterijske ¢elije, u eskperimentima funkcionalne analize
nekodiraju¢ih regiona gena PAH su koriS¢ene bakterijske celije DH5a soja koje su
pripremljene za transformaciju stranom DNK. Ovim postupkom je postignuto da
secelijska membrana bakterija ucini propustljivijom, a da se pritom ne umanji

vijabilnost samih ¢elija i njihova sposobnost umnozavanja.

Pojedina¢na bakterijska kolonija je inokulirana u 5 ml te¢nog LB medijuma bez
antibiotika (DH5a soj nije rezistentan na antibiotike). Kultivacija je vrSena preko no¢i,
uz aeraciju i Sejkiranje na 37 °C. Narednog dana je u 20 ml svezeg LB medijuma
inokulirano 1 ml prekonoé¢ne kulture. Bakterije su gajene na 37°C do postizanja gustine
od 0,3 - 0,5 OD/ml, koja je odredena spektofotometrijski na talasnoj duZini od 620 nm.
Po 2 ml bakterija iz ove kulture jepotominokulirano u 20 ml svezeg tecnog LB
medijuma. Rast bakterijske kulture je nastavljen na 37°C do gustine 0,5 ODgyo/ml. Na
ovaj nacin je bilo moguce dobiti veliki broj bakterijskih ¢elija u eksponencijalnoj fazi
rasta. Potom je bakterijska kultura centrifugirana na 7000 rpm na +4°C u toku 10

minuta (Sorvall centrifuga, SS-34 rotor). Dobijeni talog je resuspendovan u 10 ml
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hladnog 0,1 M CaCl,, inkubiran na ledu 10 minuta i ponovo centrifugiran pri istim
uslovima. Bakterijski talog je potom resuspendovan u 2 ml ohladenog rastvora
sacinjenog od 0,1 M CaCl, 1 15% glicerola. Kompetentne bakterijske ¢elije su ¢uvane

se u alikvotima od 200 pl na -80°C.

3.2.3.8. TRANSFORMACIJA E. Coli DH5a KOMPETENTNIH CELIJA

(Cohen et al., 1972)

Transformacija kompetentnih bakterijskih ¢elija plazmidom u koji je ukloniran
zeljeni fragment DNK je kljucna metoda genetickog inZenjerstva, i obezbedjuje velike
koli¢ine DNK potrebne za naredne eksperimente. Bakterije se u ovom postupku koriste
kao primaoci strane DNK upravo zbog svoje znacajne reproduktivne sposobnosti, te

stoga replikuju primljenu DNK jednako efikasno kao i svoju sopstvenu.

Kompetentne ¢elije (200 ul) su najpre otopljene na ledu, a potom im je dodat
produkt ligacije plazmida i DNK fragmenta uz veoma pazljivo, blago meSanje. Smesa je
inkubirana 30 min na ledu. Izlaganjem smeSe temperaturnim Sokovima: led - 42 °C (2
min) - led (10 min), propustljivost bakterijskih membrana dostize maksimum $to
omogucava efikasnu transformaciju kompetentnog soja E.coli bakterija plazmidnom
DNK. Transformisanim ¢elijama je potom dodato 800 pl te€nog LB bez antibiotika te
su inkubirane u aerisanim uslovima na 37°C u toku 30-60 min. Oporavak je nastavljen
dodavanjem 1 ml svezeg LB medijuma sa antibiotikom i rastom u aerisanim uslovima
na 37°C u toku 1-2 h.Nakon toga je alikvot bakterijske kulture (20-100 pul) razmazan po
¢vrstoj LB podlozi koja sadrzi antibiotik. Bakterije na podlozi su rasle preko no¢i na
37°C, posle Cega su uoene pojedinacéne kolonije na petri $oljama. S obzirom na
selektivnost podloge, samo bakterije koje su primile plazmidnu DNK ¢tj. transformanti,

mogu da izrastu.
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3.2.3.9. DETEKCIJA ZELJENOG KONSTRUKTA

Sekvenciranje konstrukta je konacna potvrda da plazmid sadrzi Zeljeni DNK
fragment i da u Citavoj sekvenci ne postoji promena nastala usled eventualne greske u
DNK replikaciji. Sekvenciranje je vrSeno pomocu prajmera iz Tabele 4. U slucaju
transformacije bakterija odabranim konstruktima dobijen je veliki broj transformanata.
Da bi se smanjio broj onih koji ¢e biti proveravani sekvenciranjem, izvrSena je digestija
konstrukata istim restrikcionim enzimima kojima su plazmid i fragment bili
pripremljeni pre reakcije ligacije. Na taj na¢in DNK fragment je bio “izbacen” iz

plazmida, §to je proveravano elektroforezom na agaroznom gelu.

Za dalje potrebe eksperimenata, plazmidna DNK iz transformanata je izolovana

na maloj 1 velikoj skali, na nacin koji je opisan ranije u poglavlju.

3.2.3.10. EKSPRESIJA KLONIRANOG GENA U HUMANIM HEPG2
CELIJAMA

(Boshart et al., 1992; Luckow and Schutz, 1987)

Reporter geni omogucavaju funkcionalnu analizu eukariotskih regulatornih cis-
elemenata izvodenjem enzimskih eseja poput CAT eseja, P-galaktozidaznog eseja i
drugih. U cilju funkcionalne analize odabranih nekodiraju¢ih regiona gena PAH,
fragmenti koji sadrze potencijalna vezujuéa mesta za transkripcione faktore su
uklonirani u pBLCATS plazmidne vektore. Izabrani plazmid sadrzi bakterijski gen za
hloramfenikol acetiltransferazu, CAT. CAT gen se Cesto koristi kao reporter gen, jer u
eukariotskim ¢elijama ne postoji endogena CAT aktivnost i jer se njegova aktivnost
utvrduje brzim 1 senzitivnim esejem. Osim toga, pBLCATS sadrzi timidin kinazni
promotor poreklom iz Herpes simpleks virusa koji obezbeduje ekspresiju reporter gena.
Promena nivoa bazalne ekspresije otkriva funkcionalne karakteristike proucavanih
regiona. Konstrukt se transfekcijom unosi u odgovarajué¢e eukariotske celije u cilju

analize njegove aktivnosti.
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3.2.3.11. TRANSFEKCIJA PLAZMIDNE DNK U HEPATOCITE -
LIPOFEKTAMINSKA TRANSFEKCIJA

(Zuki¢ et al., 2010)

U eksperimentima funkcionalne karakterizacije odabranih nekodiraju¢ih regiona
gena PAH primenjena je lipofektaminska transfekcija na HepG2 celijama, prema
uputstvu proizvodaca. Lipofektamin formira komplekse oko DNK i stapajuéi se sa

¢elijskom membranom, eukariotskim ¢elijama doprema stranu DNK.

Za eksperimente transfekcije 0,5 x 10° HepG2 ¢elija zasejano je u 2 ml DMEM
medijuma bez antibiotika u pojedina¢ni bunar na P-6 $olji (10 cm?). Antibiotik se ne
dodaje kako bi se povecala vijabilnost ¢elija i obezbedio dovoljan broj ¢elija sposobnih

da prime plazmidnu DNK. Ove ¢elije su gajene 24 h pri standardnim uslovima.

Narednog dana, ¢elijama je dodat svez DMEM bez antibiotika i potom je
pristupljeno pripremi transfekcione smese. Najpre je 6 pg plazmidne DNK konstrukta i
2 png pCH plazmida (koji ekspirmira beta galaktozidazu) rastvoreno u 250 ul Opti-
MEM-a (Invitrogen) 1 blago promeSano. Zatim je 10 pl Lipofektamina 2000
(Invitrogen) rastvoreno u 250 pl Opti-MEM-a, blago promesano i inkubirano 5 min. Na
kraju su ove dve smeSe sjedinjene, blago promeSane i inkubirane 20 min ¢ime je
omoguceno formiranje kompleksa izmedu lipofektamina i DNK. Nakon isteka ovog
vremena, u pojedinacni bunar P-6 Solje dodavano je, kap po kap, 500 ul transfekcione
smeSe. P-6 Solja je zatim blago zaljuljana da bi se medijum bolje sjedinio sa
transfekcionom sme$om. Celije su u prisustvu transfekcione sme$e inkubirane 4 h,
nakon €ega su ispirane PBS-om nakon ¢ega im je dodat sveZ medijum. Transfekovane

¢elije su gajene 48 h pre nego Sto su pokupljene i pripremljene za eseje.

3.2.3.12. PRIPREMA CELIJSKIH EKSTRAKATA

(Zukic¢ et al., 2010)

Nakon 48h od transfekcije, ¢elije su temeljno isprane PBS-om od medijuma.

Nakon tripsinizacije i njihovog sakupljanja, celije su resuspendovane u 1 ml TEN
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pufera (40 mM Tris HCI pH 7,5; 1 mM EDTA pH 8; 150 mM NaCl). Nakon
centrifigiranja na 13 000 rpm tokom 2 min, celijski talog je vorteksovanjem
resuspendovan u 100 pl 0,25 M Tris HCI pH 8. Liziranje ¢elija je postignuto njihovim
naizmeni¢nim stavljanjem u tecni azot (-196°C) i vodeno kupatilo (+37°C) uz
vorteksovanje nakon svakog koraka, $to je ponovljeno 3 puta. Nakon centrifugiranja na
13 000 rpm tokom 5 min (+4°C), supernatant je alikvotiran (po 50 pl za svaki esej) 1
prebacen u nove mikrotube. Pripremljeni ekstrakti su do koriS¢enja za CAT 1 B-

galktozidazni esej ¢uvani na -80°C.

3.2.3.13. CAT ELISA ESEJ

(Prema uputstvu kita CAT ELISA, Roche)

CAT ELISA je kolorimetrijski enzimski imunoesej za kvantifikaciju ekspresije
hloramfenikol acetiltransferaze ~ (Chloramphenicol acetyltransferase, CAT) u
eukariotskim ¢elijama transfekovanim sa plazmidom koji nosi CAT reporter gen.
Bazalni nivo transkripcije reporterskog CAT gena je obezbeden jakim promotorom,
tako da promena nivoa bazalne ekspresije kod analiziranih konstrukata ukazuje na
funkcionalne karakteristike potencijalnog regulatora transkripcije. Esej je izveden
prema uputstvu proizvodaca (Roche). CAT ELISA se bazira na ,sendvi¢“ ELISA
principu. Anti-CAT antitelo vezano je za povrSinu mikrotitar ploc¢e (CAT ELISA kit). Za
njega se specificno vezuje ukupna hloramfenikol acetiltransferaza prisutna u uzorku (ili
standardu). Primarno antitelo je obelezeno digoksigeninom (anti-CAT-DIG) 1 specificno
se vezuje za hloramfenikol acetiltransferazu, a za njega sekundarno antitelo koje je
konjugovano sa peroksidazom (anti-DIG-POD). Kvantifikacija hloramfenikol
acetiltransferaze obezbeduje se dodavanjem supstrata peroksidaze (ABTS). Naime,
peroksidaza razlaze supstrat dajuc¢i obojeni produkt. Absorbanca uzorka odreduje se
pomocu ¢itaca za mikrotitar ploCu (SLT, Lab Instruments) 1 direkno je proporcionalan

nivou hloramfenikol acetiltransferaze prisutne u uzorku.

Pripremljeni Celijski ekstrakti (50 pl) su pomesani sa puferom za uzorak (Roche
kit) do finalne zapremine od 200 pl, a zatim naneseni u bunari¢e na mikroploc¢i i

inkubirani 1 h sa 37°C, pokriveni. Nakon vezivanja hloramfenikol acetiltransferaze iz
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uzorka, bunarici su pet puta ispirani sa po 250 ul pufera za ispiranje (Roche kit). Zatim
je u bunari¢e dodavano po 200 ul anti-CAT-DIG antitela (Roche kit) nakon cega su
bunari¢i pokriveni i inkubirani 1 h na 37°C. Nakon vezivanja primarnog antitela,
bunariéi su pet puta ispiraju sa po 250 pl pufera za ispiranje (Roche kit). Zatim je u
bunari¢e dodavano po 200 pl anti-DIG-POD antitela (Roche kit) nakon ¢ega su bunarici
pokriveni 1 inkubirani 1 h na 37°C. Nakon vezivanja sekundarnog antitela, bunari¢i su
pet puta ispirani sa po 250 pl pufera za ispiranje (Roche kit). Na kraju je u bunarice
dodavano po 200 ul supstrata (Roche kit) nakon €ega su inkubirani pokriveni do
razvijanja boje (10-40 min) na sobnoj temperaturi. Merenje absorbance na talasnoj
duzini od 405 nm vrSeno je pomocu ¢itaca za mikroploce (SLT, Lab instruments). Radi
odredivanja koncentracije proteina u uzorku, neophodno je napraviti standardnu
kalibracionu krivu tako $to se poznata razblazenja CAT enzima (Roche kit), ukljucujuci

blank, pripremaju i mere na identi¢an nacin.

3.2.3.14. BETA GALAKTOZIDAZNI ESEJ

(Prema uputstvu Beta-galactosidase assay kit, Promega)

Svrha B-galaktozidaznog eseja je da normalizuje rezultate CAT eseja u odnosu
na efikasnost transfekcije u pojedinatnom uzorku. Iz tog razloga se, uz plazmid koji
nosi CAT reporter gen (npr. pCATS), celije istovremeno transfekuju i sa -
galaktozidaznim kontrolnim plazmidom (npr. pCH110). S obzirom da u mnogim
¢elijskim linijama postoji endogena c¢elijska B-galaktozidaza, preporucuje se postojanje
negativne kontrole (uzorak koji nije bio transfekovan sa B-galktozidaznim genom). Esej
se zasniva na sposobnosti -galktozidaze da hidrolizuje bezbojni substrat ONPG (o-
nitrofenil-p-D-galaktopiranozid). Kao produkt reakcije nastaje o-nitrofenol koji je Zute

boje i moze se kvantifikovati kolorimetrijski.

Priprema za esej se odvijala na ledu. Celijski ekstrakti (50 ul) su pomesani sa
istim volumenom pufera za esej (200 mM natrijum fosfatni pufer pH 7,3; 2 mM MgCly;
100 mM B-merkaptoetanol; 1,33 mg/ml ONPG, finalna koncentarcija 2x) i inkubirani u
pokrivenoj mikrotitar plo¢i sa ravnim dnom do razvijanja boje (30-45 min) na 37°C.

Merenje absorbance na talasnoj duzini od 420nm vrSeno je pomocu Citaca za
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mikroploCe (SLT, Lab instruments). Radi odredivanja koncentracije B-galaktozidaze u
uzorku, neophodno je napraviti standardnu kalibracionu krivu tako S§to se poznata
razblazenja B-galaktozidazne (Promega), ukljucujuc¢i blank, pripremaju i mere na

identic¢an nadin.

3.2.3.15. ANALIZA INTERAKCIJE DNK I JEDARNIH PROTEINA

Radi proucavanja regulatornog potencijala odabranih nekodirajucih regiona gena
PAH, sintetisane su odgovaraju¢e probe - parovi komplementarnih jednolancanih
oligonukleotida (Tabela 8). S obzirom da u in vivo uslovima regulatorne sekvence
postoje u obliku dvolancane DNK, od dva komplementarna jednolancana
oligonukleotida, renaturacijom je pravljena dvolanana proba. Za proucavanje
interakcija potencijalno regulatornih DNK sekvenci i transkripcionih faktora koriS¢ena
je metoda promenjene elektroforetske pokretljivosti (eng. electrophoretic mobility shift
assay, EMSA). U eksperimentima su, pored radioaktivno obelezenih proba, koris¢ene i

neobelezene probe koje su imale ulogu specificnih kompetitora (tzv. ,,hladna proba®).

Reakcija obelezavanja 5' kraja oligonukleotida vrSena je pomocu T4

polinukleotidne kinaze (Thermo Scientific) prema uputstvu proizvodaca.

Reakciona smeSa za obelezavanje finalne zapremine 20 pl sadrzala je sledece
komponente:

e 10 pmol jednolan¢anog oligonukleotida, navedenog u tabeli 8.

o 1uly-’PdATP-a

e 10xpufer A

e 10 U T4 Polynucleotide Kinase (10 U/uL)

Reakcija je inkubirana na 37°C u toku 30 min, nakon cega su neugradeni
radioaktivni nukleotidi uklanjani iz reakcije metodom molekulskog sejanja kroz G-25
sefadeks kolonice (GE Healthcare). Obelezeni jednolancani oligonukleotid je u
potpunosti uparavan u vakuum centrifugi i rastvaran u 25 pl 10 puta razblazenom

puferu za renaturaciju (10 mMTris-Cl pH 7,5; 50 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 1 mM
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EDTA; 1 mM DTT). Zatim je dodavan komplementarni oligonukleotid u velikom visku
(50 pmol), radi sigurnosti da ¢e sve jednolanane obelezene probe biti uklju¢ene u
reakciji hibridizacije. Reakcija hibridizacije obeleZzenog i neobelezenog oligonukleotida
postignuta je kratkom denaturacijom na temperaturi od 90°C u toku 3 minuta i
renaturacijom — sporim hladenjem do sobne temperature. Specifi¢ni aktivitet
oligonukleotidne probe odredivan je merenjem na scintilacionom brojacu (LKB).

Reakcija prevodenja neobelezenih proba u dvolan¢anu formu je vrSena na isti nacin.

3.2.3.16. IZOLOVANJE JEDARNIH PROTEINA I1Z HEPG2 CELIJSKE LINIJE

(Schreiber et al., 1989)

Kultivisanje HepG2 ¢elijske linije je vrSeno na nacin koji je opisan ranije u
poglavlju. Za izolaciju jedarnih proteina iz HepG2 celijske linije bilo je potrebno oko 1
x 10° ¢elija. Celije su resuspendovane u 1 ml TBS (Tris-Buffered Saline) i prebagene u
mikrotubu. Nakon kratkog centrifigiranja na 10 000 rpm, talog je resuspendovan u 400
ul u hladnog pufera A (10 mM HEPES pH 7,9; 10 mM KCIl, 0,1mM EDTA; 0,1 mM
EGTA; 1 mM DTT; 0,5 mM PMSF). Celije su zatim inkubirane 15 minuta na ledu,
nakon ¢ega im je dodato 25 pl 10% rastvora Nonidet NP-40. Nakon intenzivnog
vorteksovanja, homogenat je centrifugiran 30 sekundi na 10 000 rpm. Talog koji sadrzi
¢elijska jedraje resuspendovan u 50 pl hladnog pufera C (20 mM HEPES pH 7,9; 0,4 M
NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM DTT; 1 mM PMSF) i potom snazno protresan
15 minuta na +4°C (MultiBio RS-24, LKB). Jedarni ekstrakt je centrifugiran 5 min na 10

000 rpm na +4°C a supernatant u alikvotima ¢uvan na -70°C.

3.2.3.17. ESEJ PROMENJENE ELEKTROFORETSKE POKRETLJIVOSTI

(Fried and Crothers, 1981; Wall et al., 1988)

Interakcija jedarnih proteina sa odabranim fragmentima gena PAH analizirana je

modifikovanom standardnom metodom promenjene elektroforetske pokretljivosti.
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Pri odredenim uslovima, jedarni protein se, ukoliko imaju afinitet za odredene
sekvence DNK, vezuju za iste, formiraju¢i komplekse koji se u elektricnom polju krec¢u
sporije nego slobodan DNK fragment. Nakon razdvajanja na poliakrilamidnom gelu,
formirani kompleksi se detektuju u vidu traka ¢ija je elektroforetska pokretljivost manja
u poredenju sa onom koju ima slobodan fragment. Ukoliko se u reakcionu smesu doda i
antitelo koje prepoznaje neki od proteina u formiranom kompleksu, rezultujuci
formirani kompleks ¢e imati jo§ manju elektroforetsku pokretljivost, dakle, jo§ vise ¢e
zaostajati na gelu u odnosu na slobodan fragment, Sto je oznaceno kao supershift.
Alternativno, ukoliko dodato antitelo prepoznaje DNK vezuju¢i domen proteina iz
kompleksa, ono ¢e kompetirati za vezivno mesto sa obelezenom probom S§to e
rezultirati u tzv. hladenju kompleksa — formirani kompleks ¢e na gelu imati manji

intenzitet.
Reakciona smesSa finalne zapremine 25 pl sadrzala je slede¢e komponente:
e 1-5ng **P obeleZene dvolandane probe (finalna specifi¢na aktivnosti oko 10 000
cpm)
e 3-10 pg jedarnih proteina

e 10 x pufer (50 mM Tris-Cl, pH 8,0; 250 mM NaCl; 5 mM DTT, 5 mM EDTA;
50 % glicerola, finalna koncentracija je 1x)

Po potrebi, smesi se dodaju i slede¢e komponente:

e Specificni kompetitor (ista, ali neobelezena dvolan¢ana proba, dodata u velikom
visku u odnosu na obelezenu probu)

e Nespecificni dvolancani kompetitor, Poly(dI-dC):Poly(dI-dC),10U (Sigma), 50
ng/ul po reakciji

e Antitela: anti-KLF1 (4bcam, 0,5mg/ml), 2 ng po reakciji; anti-C/EBP alpha
(Abcam, 1 mg/ml), 2 ng po reakciji
Reakciona smesa je pripremana na ledu, dok je za optimalne uslove vezivanja
transkripcionih faktora za DNK probe inkubirana na 37°C tokom 30 min. U slucaju
supershift analize, reakcija vezivanja antitela za protein je preinkubirana na ledu 30 min
pre dodavanja radioaktivno obelezene probe. Nakon inkubacije jedarnih proteina sa

probom (i po potrebi dodatnih navedenih komponenti), reakcionoj smesi je dodato 6 pl
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boje (0,25%, brom fenol plavo, 0,25% ksilen cijanol, 30% glicerol) 1 potom je naneSena
na gel. Za razdvajanje fragmenata kori¢en je vertikalni 4% poliakrilamidni gel
(akrilamid : N,N’-metilenbisakrilamid, u odnosu 29 : 1). Kao inicijatori polimerizacije
koris¢eni su 0,1% APS i 0,01% TEMED, dok je za pripremanje gela koris¢en 0,5xTBE
pufer (100 mM Tris, 83 mM borna kiselina, | mM EDTA pH 8,0), koji je takode
koris¢en 1 kao pufer za elektroforezu. Elektroforeza se odvijala pri konstantnom naponu
od 250 V 1 struji od 65 mA u toku jednog sata za krac¢e fragmente, odnosno 3 sata za
velike fragmente. Poliakrilamidni gel je suSen i analiziran na fosfoimidZeru (Cyclone,

Perkin Elmer) ili autoradiografski.

3.2.4. ANALIZA VARIJANTI U POTENCIJALNIM GENIMA

MODIFIKATORIMA KOGNITIVNOG PKU FENOTIPA

3.2.4.1. ANALIZA POVEZANOSTI VARIJANTE m.10398A>G U
MITOHONDRIJSKOM MT7-ND3 GENU SA KOGNITIVNIM FENOTIPOM
PACIJENATA SA PKU

Varijanta m.10398A>G je u grupi pacijenata sa PKU bila detektovana metodom
sekvenciranja, kao $to je opisano ranije u poglavlju. Region mitohondrijske DNK od

9968nt do 10814 nt je bio umnozen uz pomo¢ prajmera navedenih u Tabeli 7.
PCR smesa finalne zapremine 25 pl sadrzala je slede¢e komponente:

e 200 ng DNK

e 10x PCR pufer sa 15 mM MgCl, (finalna koncentracija 1xPCR pufer, 1,5 mM
MgCl)

e 5xQ pufer (finalna koncentracija 1x)

e 25 mM MgCl; (finalna koncentracija 1,5 mM)
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e dNTPs (finalna koncentracija svakog 200 uM)
e prajmeri navedeni u tabeli 7 (finalna koncentracija svakog 10 pmol)
e KAPA Taq DNA polimeraza, 5U/ul (finalno 1U)

Temperaturni profil PCR reakcije bio je sledeci:
95°C/5min

(95°C/30s, 60°C/30s, 72°C/45s) ponovljeno 35 puta
72°C/10min

PCR produkti su proveravani elektroforezom na 2% agaroznom gelu i potom

koriséeni u reakciji sekvenciranja.

Varijanta m.10398A>G je kod ispitanika kontrolne grupe bila detektovana PCR-
RFLP metodom. PCR-RFLP (eng. Polimerase chain reaction-Restriction fragment
length polymorphism) je metoda koja se koristi za direktnu detekciju prisustva genskih
varijanti. Zasniva se na tome da postojanje promene u sekvenci kreira novo iliukida
postoje¢e mesto prepoznavanja odgovarajuceg restrikcionog enzima. Na taj nacin,
umnozeni fragment DNK ¢e nakon delovanja restrikcionog enzima imati razli¢iteduzine
u zavisnosti od prisustva/odsustva varijante. U ovom delu istraZivanja je koriS¢en Ddel

restrikcioni enzim (New England Biolabs).

Smesa za digestiju finalne zapremine 20 pl sadrzala je slede¢e komponente:
e 6 ul PCR produkta
e 10xNEBpufer 3 (finalno 1x)

e Ddel, 15U/ul (finalno 3U)

Smesa za digestiju je inkubirana 16 h na 37°C i potom analizirana na 4 agaroznom

gelu.
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3.2.4.1.1. STATISTICKA ANALIZA

Za utvrdivanje razlika u distribuciji ucestalosti alela izmedu pacijenata i ispitanika
kontrolne grupe je koriS¢en 72 test. Za analizu razlike u vrednostima koeficijenta
inteligencije izmedu grupa pacijenata je koriS¢en Studentov t-test. Sve vrednosti p

smatrale su se statisticki znac¢ajnim ako su bile manje od 0,05.

3.2.4.2. IDENTIFIKACIJA NOVIH POTENCIJALNIH GENA

MODIFIKATORA KOGNITIVNOG PKU FENOTIPA

3.2.4.2.1. SEKVENCIRANJE KOMPLETNOG HUMANOG GENOMA

(Drmanac et al, 2010)

Tehnologija sekvenciranja nove generacije (eng. New Generation Sequencing,
NGYS) predstavlja novu i revolucionarnu tehnologiju kojom je moguce analizirati hiljade
gena u samo jednom koraku. NGS tehnologija omoguéava Sirok spektar mogucih
primena, od analize grupe ciljnih gena kod velikog broja pacijenata, do cak
sekvenciranja Citavih genoma, ukljucuju¢i i humani genom. Sekvenciranje kompletnog
humanog genoma velikog broja individua, izmedu ostalog, doprinosi razumevanju,
lecenju 1 prevenciji mnogih bolesti. Sekvenciranje kompletnog humanog genoma sa
velikom pokrivenoséu je daleko najmocnije sredstvo za otkrivanje citavog niza
genetickih varijacija, ukljucujuc¢i aminokiselinske zamene, insercije, delecije, inverzije,
kompleksne rearanzmane i varijante u broju kopija. Takode, primenom ove tehnologije
je moguce do¢i do otkrivanja novih, do sada neokarakterisanih gena, a takode je

moguce i razjasnjavanje funkcije ve¢ poznatih gena.

U istrazivanje identifikacije novih potencijalnih gena-modifikatora kognitivnog
PKU fenotipa bili su ukljuceni pacijenti sa PKU koji su po metabolickom fenotipu bili
svrstani u klasicnu PKU (Phe > 1 200 pmol/l), koji, medutim, nikada nisu razvili
mentalnu retardaciju, i pored toga Sto nikada nisu bili na PKU dijeti (ili je ta dijeta bila

izrazito loSe sprovodena). U ovu studiju je bilo uklju¢eno ukupno 10 pacijenata sa PKU
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iz 6 porodica, ukljuuju¢i 4 para srodnika. Karakteristike odabranih pacijenata su

predstavljene u Tabeli 9. Uzorci pacijenata su bili analizirani primenom NGS

tehnologije, pri ¢emu je je analizirana kompletna genomska DNK (eng. Whole Genome

Sequencing, WGS). Genomska DNK visoke ¢istoée je izolovana iz periferne krvi na

koloni prema uputstvu QIAGEN-a, kao $to je ranije objasnjeno, a ukupna koli¢ina DNK

koriS¢ena za analizu je iznosila 5 ug po uzorku. Sekvenciranje je izvrSeno u kompaniji

Complete Genomics

u Kaliforniji,

ljubaznos¢u dr R. Drmanca.

SAD (http://www.completegenomics.com),

Tabela 9. Karakteristike pacijenata sa PKU uklju¢enih u analizu kompletnog humanog
genoma. Parovi srodnika su: P1i P9; P2 i P10; P5Si P8; P6i P7. Za P1i P2 nije dostupan

podatak o godini rodenja.

odina koncentracija 1Q
pacijent g . pol genotip PAH fenilalanina u krvi
rodenja vrednost
(numol/l)

P1 - z p.Leu48Ser/p.Leu48Ser 1200 80-85
P2 - z p.Leu48Ser/p.Leu48Ser 1200 80-85
P3 2007. z p.Leu48Ser/p.Leu48Ser 1200 85
P4 1974. z | p.Leud48Ser/p.Arg408Trp 1200 110
P5 2002. Z | p.Argd408Trp/p.Glu390Gly 1000 95
P6 2007. z p.Leu48Ser/p.Leud48Ser 1200 110
P7 2007. z p.Leu48Ser/p.Leud48Ser 1200 110
P8 2003. Z | p.Arg408Trp/p.Glu390Gly 1200 95
P9 2008. Z | p. Leud8Ser/p.Argl58GIn 1200 85-90
P10 2008. m p-Leud48Ser/p.Leud48Ser 600 80
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3.2.4.2.2. BIOINFORMATICKA ANALIZA REZULTATA SEKVENCIRANJA

NOVE GENERACIJE

Nakon sekvenciranja kompletnog genoma pacijenata sa PKU, izvrSeno je
njihovo poredenje sa referentnim humanim genomom, pri ¢emu je koriS¢ena verzija
GRCh37 (eng. Genome Reference Consortium human genome build 37). Varijante koje
su detektovane u uzorcima pacijenata, a nisu prisutne u referentnom genomu su
zapisane u vcf formatu (eng. Variant Call Format). Vcf predstavlja genericki format
koji se koristi za skladiStenje podataka o varijantama DNK, pri ¢emu omogucava prikaz
Sirokog opsega razli¢itih varijacija u odnosu na referentnu sekvencu. Za analize funkcije
gena u kojima su detektovane varijante, koris¢ene su sledece baze podataka: NCBI (eng.
National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov),
GeneCards (http://www.genecards.org) i Ensembl (http://www.ensembl.org). Takode,
vcf fajlovi su analizirani u programu IGV eng. (Integrative Genomic Viewer) radi
preciznog pozicioniranja varijantnih nukleotida. Na kraju pretrazivanja baza podataka
(engl.“data mining”), u analizi je primenjena 1 selekcija gena koji su zajednicki za vise
analiziranih porodica (engl. ,,cross sample analysis*). Za predikciju efekta pojedinih
detektovanih varijanti su koris¢eni sledeci softveri: PolyPhen2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2), SIFT (http://sift.jcvi.org), MutPred
(http://mutpred.mutdb.org) i PROVEAN (http://www.provean.jcvi.org).
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4.1. MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA MUTACIJA U
GENIMA UZROCNICIMA KOD PACIJENATA SA HPA U SRBIJI

4.1.1. DETEKCIJA MUTACIJA U GENU PAH

Kod svih pacijenata je analiza zapoceta detekcijom malih promena u genu PAH 1

to metodom DNK sekvenciranja (Slika 8).

Slika 8. Deo sekvence drugog egzona gena PAH kod: 1) pacijenta sa normalnom
sekvencom, (c.143T na oba hromozoma), 2) pacijenta heterozigota za p.Leud48Ser
mutaciju (c.143T>C na jednom hromozomu) i 3) pacijenta homozigota za p.Leu48Ser
mutaciju, (c.143C na oba hromozoma).
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Tabela 10. Spektar i ucestalost mutacija u genu PAH kod pacijenata sa PKU u Srbiji

HGVS nomenklatura Egzon Broj Relativna Tip
hromozoma ucestalost mutacije
DNK Protein (%)
c.47 48delCT p-Serl6* 1 1 0,67 frameshift
¢.58C>T p.GIn20* 1 3 2 nonsense
¢.143T>C p.Leud48Ser 2 47 31,33 missense
¢.331C>T p.Arglll* 3 3 2 nonsense
c.473G>A p-Argl158Gin 5 4 2,67 missense
¢.529G>C p.-Vall77Leu 6 4 2,67 missense
¢.529G>A p.-Vall77Met 6 1 0,67 missense
¢.638T>C p.Leu213Pro 6 1 0,67 missense
c.673C>A p-Pro225Thr 6 3 2 missense
c.676C>A p-GIn226Lys 6 2 1,33 missense
¢.692C>T p-Ser231Phe 6 2 1,33 missense
¢.510-?_706+?del - 6 2 1,33 velika delecija

c. 727C>T p-Arg243* 7 2 1,33 nonsense
¢.734T>C p-Val245Ala 7 1 0,67 missense
c.755G>A p-Arg252Gln 7 1 0,67 missense
¢.781C>T p.-Arg261* 7 3 2 nonsense
c.782G>A p-Arg261Gln 7 6 4 missense
c.842C>T p-Pro281Leu 7 7 4,67 missense
¢.890G>A p-Arg297His 8 1 0,67 missense
c.916A>G p.1le306Val 9 10 6,67 missense

¢.1065+3A>G - w* 1 0,67 splice

c.1066-11G>A - ok 2 1,33 splice

¢.1089delG p-Lys363Asnfs*37 11 1 0,67 frameshift

c.1169A>G p.Glu390Gly 11 10 6,67 missense
c.1208C>T p-Ala403Val 12 3 2 missense
c.1222C>T p-Arg408Trp 12 21 14 missense
¢.1238G>C p.-Arg413Pro 12 1 0,67 missense
c.1241A>G p.-Tyr414Cys 12 2 1,33 missense
c.1247C>A p.Pro416Gin 12 1 0,67 missense

c.1315+1G>A - w 3 2 splice

neidentifikovano 1 0,67 -
ukupno 150

**Mutacije koje pogadaju mesta iskrajanja i koje se nalaze u obliznjim intronskim regionima

(IVS10+3A>G, IVS10-11G>A, IVS12+1G>A)

U okviru ovog dela studije je detektovano 29 poznatih i 1 nova mutacija u genu
PAH koje dovode do razvoja bolesti kod 75 pacijenta (Tabela 10, Slika 8) iz Srbije. Od
toga, 20 mutacija je dovelo do nesinonimne aminokiselinske zamene u proteinskoj
sekvenci (missense), Cetiri su uzrokovale promenu amino kiseline u stop kodon
(nonsense), tri su menjale mesto iskrajanja introna (splice), dve su dovele do male
delecije (od jednog i dva nukleotida), Sto je uzrokovalo pomeranje okvira citanja
(frameshift). Takode, detektovana je 1 jedna velika delecija. Ubedljivo naj¢eS¢a mutacija
u populaciji pacijenata sa PKU iz Srbije je p.Leud8Ser (31,33%). Osim promena u

sekvenci gena PAH koje dovode do razvoja bolesti, u okviru kodiraju¢ih regiona su
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detektovane i sinonimne aminokiselinske zamene koje ne dovode do promene u
proteinu (p.GIn232GlIn, p.Val245Val i p.Leu385Leu). U promotorskoj sekvenci nije

detektovana nijedna varijanta kod PKU pacijenata u Srbiji.

4.1.2. DETEKCIJA MUTACIJA U GENU PAH - METODE ZA DETEKCIJU
VELIKIH DELECIJA

U slucaju pacijenata sa HPA kod kojih nisu bile detektovane obe patoloSke
mutacije, u okviru ove studije je po prvi put vrSena i detekcija velikih delecija u genu

PAH primenom MLPA metode.

Medu analiziranim pacijentima je identifikovan pacijent kod koga nije bilo
moguc¢e u PCR reakciji umnoziti Sesti egzon gena PAH (Slika 9). U preostalim
analiziranim egzonima nije bila pronadena nijedna patoloska mutacija. Zbog sumnje na
prisustvo velike delecije, na uzorku ovog pacijenta je nastavljena analiza i to MLPA

metodom.

1 ex2 ex3 ex6 ex7 100bp ex9 exll ex12 ex13 2 L100bp ex6P ex6K ex6K

- -
- - — — —
.- -__-._ --
- - -

Slika 9. Provera uspesnosti amplifikacije egzona gena PAH: 1) amplifikacija razlicitih
egzona kod pacijenta sa izostankom amplifikacije egzona 6, 2) izostanka amplifikacija
Sestog egzona kod pacijenta (oznacenog kao ex6 P) i uspesna amplifikacija kod kontrolnih
uzoraka (oznacenih kao ex6 K).

MLPA metoda je kod ispitivanog pacijenta pokazala prisustvo delecije Citavog

Sestog egzona, ¢.510-?_706+?del, i to u homozigotnom stanju (Slika 10).
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Slika 10. MLPA analiza gena PAH: 1) kontrolni uzorak sa prisutnim svim signalima,
ukljucujuéi i signal za Sesti egzon, 2) pacijent kod koga je signal koji odgovara Sestom
egzonu u potpunosti odsutan.

Radi potvrde statusa nosioca, roditelji pacijenta su takode podvrgnuti MLPA
analizi, koja je pokazala da su oboje heterozigotni nosioci delecije koja obuhvata Sesti
egzon gena PAH (Slika 11). Osim $to je na ovaj nain dodatno potvrdeno prisustvo
mutacija kod pacijenta, takode je i isklju¢eno prisustvo uniparentalne dizomije za ovaj

region kao uzroka bolesti.

.2 S E— == gam m = a w w w w

poe i i

Slika 11. MLPA analiza heterozigotnih nosilaca delecije egzona 6 gena PAH i kontrolnog
uzorka: 1) otac, 2) majka, 3) kontrolni uzorak. Kod oba roditelja je signal koji odgovara
Sestom egzonu smanjenog intenziteta u poredenju sa kontrolom.

Budu¢i da je nakon detekcije mutacija pretragom citavog gena PAH metodom
DNK sekvenciranja jedan PKU alel ostao neokarakterisan, uzorak ovog pacijenta je
takode analiziran =~ MLPA metodom. Medutim, kod ovog pacijenta nije detektovano
prisustvo velikih delecija. Kombinovanjem metoda DNK sekvenciranja i MLPA analize

je na ovaj nacin detektovano prisustvo mutacija na 149 od 150 analiziranh PKU alela.
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4.1.3. DETEKCIJA MUTACIJA U GENU PTS ODGOVORNOM ZA RETKU
FORMU HPA

U slucaju pacijenta sa HPA kod kojeg ni metodom sekvenciranja kao ni analizom
prisustva velikih delecija (MLPA metodom) nisu detektovane patoloSke mutacije u genu
PAH, slede¢i korak je pretpostavljao potragu za mutacijama u genima odgovornim za
BH4 deficijenciju. Budu¢i da najveéi broj pacijenata sa BH4 deficijencijom ima
mutacije u genu za piruvoil tetrahidropterin sintazu, PTS (Opladen et al., 2012), upravo
ovaj gen je najpre analiziran kao potencijalni gen-uzro¢nik. Svih Sest egzona (sa egzon-
intron granicama) su umnoZeni a zatim i sekvencirani. Sekvenciranje je pokazalo da je
analizirani pacijent homozigotni nosilac mutacije c.407A>T (p.Aspl36Val), u Sestom
egzonu, koja je prisutna u HGMD bazi podataka pod brojem CM971285 (Slika 12). Za
ovu mutaciju postoje podaci iz literature da dovodi do razvoja bolesti (Oppliger et al.,
1997; Dudesek et al., 2001). Analizom roditeljskih uzoraka je pokazano da su oba
roditelja heterozigotni nosioci za datu mutaciju, ¢ime je potvrdeno da se mutacije kod
pacijenta nalaze na razli¢itim hromozomima. Zahvaljuju¢i primeni molekularne
genetike 1 optimizaciji metode za detekciju mutacija u genu PTS, prvi put u Srbiji je

otkriven pacijent sa BH4 deficijencijom.

Slika 12. Deo sekvence Sestog egzona gena PTS
PO kod pacijenta homozigota za p.Aspl136Val
AU & 1 g mutaciju, (c.407A>T na oba hromozoma).
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4.1.4. PREDIKCIJA KORISNOSTI BH4 LEKA U POPULACIJI PACIJENATA
SA PKU IZ SRBIJE NA OSNOVU GENOTIPA

S obzirom da je utvrden spektar mutacija kod pacijenata sa HPA u Srbiji, a
imaju¢i na umu da odgovor na terapiju sa BH4 zavisi upravo od mutacija koje pacijent
ima u PAH genotipu, sledec¢i korak je obuhvatao procenu dobrobiti od primene terapije
sa BH4 u Srbiji. Naime, medu detektovanim mutacijama u genu PAH bilo je 9 mutacija
(p.Leud8Ser, p.Argl58GIn, Val245Ala, p.Arg261Gln, p.Ille306Val, p.Glu390Gly,
p-Ala403Val, p.Arg413Pro i p.Tyr414Cys) za koje literaturni podaci ukazuju na
pozitivan odgovor na terapiju sa BH4 (Blau and Erlandsen, 2004; Zurfluh et al., 2008;
Trefz et al., 2009; Karaci¢ et al., 2009; Sarkissian et al., 2011; Sterl et al., 2012).
Ukupna ucestalost mutacija koje bi potencijalno pozitivno reagovale na BH4 iznosi
56%. Medutim, kada je re¢ o predvidanju odgovora na terapiju sa BH4, primeceno je da
prisustvo odredenog genotipa (a ne samo prisustvo odredene mutacije, tj odredenog
alela) ima znatno pouzdanije rezultate (Trefz et al., 2009). Osim toga, dodatnu
komplikaciju ¢ine inkonzistencije u literaturnim podacima za pojedine mutacije. Upravo
zato, radi Sto preciznije predikcije odgovora na terapiju sa BH4, izvrSena je klasifikacija
svih PAH genotipova iz populacije pacijenata sa PKU iz Srbije na one koji odgovaraju
na BH4 (32%), na one koji verovatno odgovaraju na BH4 (47%), i na kraju na one koji
ne odgovaraju na BH4 (21%) (Tabela 11, Slika 13). Osim toga, uzeta je u obzir i razlika

izmedu genotipova sa jednim 1 genotipova sa dva alela koji odgovaraju na BH4.
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Tabela 11. Predikcija odgovora na terapiju sa BH4 zasnovana na genotipu kod PKU pacijenata

REZULTATI

Odgovaraju na BH4

Verovatno odgovaraju na BH4

Ne odgovaraju na BH4

0 +10 O+N 10 +10 10 +N N+N
21%
9 (12%) 15 (20%) 16 (21,3%) 19 (25,3%) 16 (21,43%)

lle306Val/Leud8Ser (2)
1le306Val/Arg261Gln (2)
[le306Val/lle306Val (1)
Val245Ala/Leud8Ser (1)
Glu390Gly/Arg261Gln (1)
Glu390Gly/Glu390Gly (1)
Glu390Gly/Arg158Gln (1)

Ile306Val/Arg261* (1)

11e306ValArg408Trp (1)
Ile306Val/Pro416Glin (1)
[1e306Val/GIn226Lys (1)

Glu390Gly/Arg261* (1)
Glu390Gly/Pro281Leu (1)
Glu390Gly/Argd08Trp (4)
Ala403Val/Argd08Trp (1)

Ala403Val/? (1)

Ala403Val/Val177Leu (1)

Tyr414Cys/IVS1011G>A(1)

Tyr414Cys/Leu213Pro (1)

Leu48Ser/Leud8Ser (12)
Leu48Ser/Arg158GlIn (3)
Leu48Ser/Arg261Gln (1)

Leu48Ser/GIn20* (1)
Leu48Ser/Vall77Leu (1)
Leu48Ser/Vall77Met (1)
Leu48Ser/Pro225Thr (1)
Leu48Ser/Ser231Phe (2)

Leu48Ser/Arg261%* (1)
Leu48Ser/Pro281Leu (2)
Leu48Ser/Argd08Trp (7)

Arg261GlIn/Ser16* (1)

Arg261GIn/IVS12+1G>A(1)
Argd13P/Argd08Trp (1)

Argd08Trp/Vall77Leu (1)
Arg408Trp/Pro225Thr (1)
Argd08Trp/Arg252Gln (1)
Arg408Trp/IVS10+3A>G (1)
Arg408Trp/Lys363* (1)
Argd08W/R408W (1)
Pro281Leu/Pro225Thr (1)
Pro281Leu/Pro281Leu (1)
Pro281Leu/IVS12+1G>A (1)
Argl11*/Argl11* (1)
Argl11#/IVS10-11G>A (1)
Vall77Leu/GIn20* (1)
Arg243*/Arg243* (1)
GIn226Lys/GIn20* (1)
IVS12+1G>A/Arg297His (1)
c.510-?_706+?del / ¢.510-
?_706+2del (1)

Mutacije u genu PAH su oznacene kao: O — one koje odgovaraju na BH4, 10 — inkonzistentne u odgovoru na BH4 i N — one koje ne odgovaraju
ili nije poznato da li odgovaraju na BH4 prema podacima iz prethodnih studija (Blau and Erlandsen, 2004; Zurfluh et al., 2008; Trefz et al., 2009;
Karaci¢ et al., 2009; Sarkissian et al., 2011; Sterl et al., 2012).
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® Genotipovi koji
odgovarajuna BH4

W Genotipovikoji
verovatno odgovaraju
na BH4

i Genotipovikoji ne
odgovarajuna BH4

Slika 13. Sematski prikaz predikcije odgovora na BH4 na osnovu genotipa PKU
pacijenata. U pacijente koji odgovaraju na BH4 su svrstani pacijenti koji u genotipu imaju
jednu mutaciju za koju je pokazano da odgovara na BH4, dok je druga inkonzistentna u
odgovoru na BH4. U pacijente koji verovatno odgovaraju na BH4 su svrstani pacijenti
koji u genotipu imaju jednu mutaciju koja je inkonzistentna u odgovoru na BH4, pri cemu
druga mutacija moze biti ili takode inkonzistentna ili mutacija koja ne odgovara na BH4.
U pacijente koji ne odgovaraju na BH4 su svrstani pacijenti koji u genotipu imaju obe
mutacije za koje je pokazano da ne odgovaraju na BH4.

Pretragom citavog gena PAH (svih 13 egzona zajedno sa egzon-intron
granicama), promotorskog regiona, koriS¢enjem MLPA analize, kao i uvodenjem
dijagnostike za BH4 deficijenciju, uspes$no je izvrSena detekcija mutacija u genima
uzro¢nicima HPA. Ukupan broj pacijenata sa HPA u Srbiji koji su analizirani je 76,
dakle, ukupno je analizirano 152 hromozoma, pri ¢emu je prisustvo mutacije koja
dovodi do razvoja bolesti detektovano na c¢ak 151 analiziranom hromozomu.
Kombinovanjem navedenih razli¢itih metoda, stopa detekcije mutacija u analiziranoj
kohorti pacijenata sa HPA je dostigla veoma visoku stopu od 99,34%, ¢ime je znacajno
unapredena molekularnogeneticka dijagnostika za HPA u Srbiji. Osim toga, ovakav
pristup je omogucio otkrivanje nove mutacije. Takode, s obzirom na sprovedenu studiju
o odgovoru na terapiju sa BH4 u odnosu na genotip pacijenata, data je i procena
dobrobiti od terapije sa BH4 u Srbiji, Uoceno je da bi 32% pacijenata sa PKU iz Srbije
najverovatnije imalo koristi od primene terapije sa BH4, dok maksimalan procenat

pacijenata koji bi mogli imati koristi od ovog novog leka iznosi 79%.
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4.2. FUNKCIONALNA ANALIZA NOVE VARIJANTE U
KODIRAJUCEM REGIONU GENA UZROCNIKA HPA

4.2.1. IN SILICO ANALIZA p.GIn226Lys PAH

Prilikom detekcije mutacija u genu PAH bila je otkrivena nukleotidna zamena
c.676C>A (p.GIn226Lys) i to kod dva nesrodna pacijenta sa PKU iz Srbije. Kod ova
dva pacijenta je pritom bila detektovana samo po jedna mutacija za koju je poznato da
dovodi do razvoja bolesti. Za ovu promenu je ustanovljeno da nije prisutna ni u jednoj
od tri koriS¢ene baze podataka (HGMD, BIOPKUdb i PAHDB), niti u dostupnoj
literaturi tako da je sledeci korak predstavljala in silico analiza uz pomo¢ odgovarajucih
bioinformatickih softvera koji predvidaju patoloski efekat. U in silico analizi

p-GIn226Lys PAH su koris¢eni PolyPhen-2, SIFT, MutPred i Clustal Omega.

PolyPhen-2 program je za datu promenu predvidao da je re¢ o najverovatnije
teskoj mutaciji, pri ¢emu je odgovarajuéi skor iznosio 1,000 (Slika 14). SIFT program je
za datu promenu predvideo da je teska, pri cemu je odgovarajuci skor iznosio 0 (Slika
15). Skorovi ova dva programa ukazali su da je promena p.Gln226Lys u genu PAH
najverovatnije mutacija koja dovodi do oboljenja. Dodatno, MutPred precizira i
mehanizam kojim nastaje nefunkcionalan protein — ovaj program predlaze da, buduéi da
se radi o zameni glutamina lizinom, zapravo pri promeni dolazi do metilacije na poziciji
226 (Slika 16). KoriS¢enjem programa Clustal Omega je utvrdeno da se u sekvencama
svih analiziranih organizama na datoj poziciji uvek nalazi aminokiselina glutamin, $to je
potvrdilo njenu evolutivnu o¢uvanost na poziciji 226 u humanom PAH proteinu (Slika

17).
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PolyPhen-2 report for P00439 Q226K

Query

Protein Acc  Position AA, AA, Description
P00439 226 Q K Canonical; RecName: Full=Phenylalanine-4-hydroxylase; Short=PAH; EC=1.14.16.1; AltName: Full=Phe-4-monooxygenase; Length: 452

Results

[+ Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
Humbiv

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

Slika 14. Predikcija efekta p.GIn226Lys aminokiselinske zamene sa PolyPhen-2
programom. Skor za PolyPhen-2 moZe imati vrednosti od 0 do 1, pri cemu vrednosti blize
nuli oznacavaju najverovatnije benigne, dok vrednosti bliZe jedinici oznacavaju promene
koje najverovatnije narusavaju funkciju proteina.

SIFT: PREDICTIONS

User Input ENSP Pos Ref Subst Prediction SIFT Score Median Information Content # Seqgs
ENSPO000044. K ENSP 8059 27

226 Q K DAMAGING 0 2.99 216

Slika 15. Predikcija efekta p.GIn226Lys aminokiselinske zamene sa SIFT programom.
Skor za SIFT moZe imati vrednosti od 0 do 1, pri ¢emu vrednosti bliZze nuli oznacavaju
promene koje najverovatnije narusavaju funkciju proteina, dok su vrednosti bliZe jedinici
najceSce benigne, tj. tolerisane.

MutPred BUCK i1

‘ruglwuw .C.E.r INDIANA UNIVERSITY|

Sean Mooney Lab Home Predrag Radivojac Lab Home About MutPred

Site prediction results in protein ENSTO0000553106 peptide: ENSPO0000448059 pep:KN...

Probability of MOLECULAR MECHANISM DISRUPTED
Mutation deleterious mutation _ . . Top 5 features Exact PTM Neighbor
k 3 Iy Match  PTM Match
Q226K 0.899 Gain of ubiguitination at Q226 (P = Gein of methylation at Q226 (P = Gain of methylation at Q226 (P =
0.009)
Gain of glycosylation at Q226 (P = Gain of ubiquitination at 0226 (P =
0.0482)

Gain of glycosylation at Q226 (P =

Gain of disorder (P = 0.1619)
Loss of stability (P = 0.3725)

Slika 16. Predikcija efekta p.GIn226Lys aminokiselinske zamene sa MutPred programom.
Navedeno je nekoliko hipoteza, pri ¢emu su sticanje metilacije i ubikvitinacije na poziciji
226 najverovatnije. Vrednosti P odgovaraju verovatnoli za opisani dogadaj, gde je
dogodaj utoliko verovatniji ukoliko je vredmost P niZa. Skor za MutPred predstavlja
verovatnocu da je re¢ o teSkoj mutaciji, i moze imati vrednosti od 0 do 1, pri ¢emu
vrednosti bliZze nuli oznacavaju najverovatnije benigne, dok vrednosti bliZze jedinici
oznacavaju promene koje najverovatnije narusavaju funkciju proteina.
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ENSXETT000000424382 DR VFRELKTLYFTHACYE [FELLE
ENSMUST00000020241 T VERT THACYEHNHAIFFL.LEE
ENST00000553106 3 :
ENSFTRTI0000000598&0

Slika 17. Analiza evolutivhe ocuvanosti aminokiseline glutamina na poziciji 226 u
humanom PAH proteinu uz pomo¢ Clustal Omega programa. Simbolom zvezdice (*) su
oznacene pozicije na kojima se nalaze evolutivno ocuvane aminokiseline. Redom su
poravnate sekvence dela PAH proteina iz slede¢ih organizama: Danio rerio (zebrafish),
Xenopus sp. (africka kandZasta Zaba), Mus musculus (mis), Homo sapiens (¢ovek) i Pan
troglodytes (Simpanza).

4.2.2. IN VITRO FUNKCIONALNA KARAKTERIZACIJA p.GIn226Lys PAH
PROTEINA U EUKARIOTSKOM EKSPRESIONOM SISTEMU

Budué¢i da je za p.GIn226Lys in silico analiza predvidela patoloski efekat,
slede¢i korak je bio da se ova promena okarakteriSe i funkcionalno. U tu svrhu je
eksprimiran mutirani protein p.GIn226Lys PAH-FLAG. Imaju¢i na umu da se PAH
eksprimira u jetri, kao odabrani sistem je koriS¢en humani hepatoma celijski model
(Hep3B ¢elijska linija), koji je po svojim karakteristikama najpriblizniji in vivo miljeu.
Da bi se ispitao eventualni efekat novog leka (koji funkcioniSe kao farmakoloski
Saperon) na mutirani protein, ¢elijama je prilikom transfekcije dodavan i sepiapterin koji
je prekursor u putu unutarcelijske biosinteze BH4. PAH-FLAG proteini detektovani su
u ¢elijskom ekstraktu pomocu anti-FLAG antitela, pri ¢emu je na ovaj nacin izbegnuta

detekcija endogenog PAH proteina poreklom od Hep3B celija.

Koris¢enjem Western blot metode, pokazano je da koli¢ina mutiranog
p-GIn226Lys PAH-FLAG proteina iznosi svega oko 1,2% u odnosu na wt PAH-FLAG.
Ovaj rezultat ukazuje da Lys na poziciji 226 verovatno onemogucava zauzimanje
pravilne konformacije proteina i/ili da dovodi do njegove ubrzane degradacije (Slika
18). Koli¢ina mutiranog p.GIn226Lys PAH-FLAG je bila neznatno povecana u slucaju
kada je pri transfekciji dodavan sepiapterin, i tada je iznosila 2,7% u odnosu na wt

PAH-FLAG. Koli¢ine wt PAH-FLAG (sa i bez dodavanja sepiapterina) 1 mutiranog
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p.GIn226Lys PAH-FLAG (sa i bez dodavanja sepiapterina) su semikvantifikovane

densitometrijski, a vrednosti su prikazane na Slici 19.

4=

PAHFLAG
(~ 52 kDa)

B aktin

==

1 2 3 4 5
| -
2) 1 2 3 4 s
-p
50 PAHFLAG
LB (~ 52 kDa)
PAH.FLAG (~52 kDa)

B aktin
_

Slika 18. Western Blot analiza p.GIn226Lys PAH-FLAG i wt PAH-FLAG. PAH-FLAG
proteini privremeno eksprimirani u HEP 3B ¢elijskoj liniji, detektovani su u Celijskom
ekstraktu pomocu anti-FLAG antitela, dok je p aktin detektovan pomocu anti B-aktin
antitela. 1) prikaz imunodetekcije nakon inkubacije filma sa membranom u toku 30
sekundi; 2) prikaz imunodetekcije nakon inkubacije filma sa membranom u toku 45
minuta. Na obe slike je prikazano: 1- HEP 3B {elijski ekstrakt (kontrola); 2 -
p-GIn226Lys PAH-FLAG; 3 - p.GIn226Lys PAH-FLAG + 100 pM sepiapterin; 4 - wt
PAH-FLAG; S - wt PAH-FLAG + 100 pM sepiapterin. Zelenom strelicom je oznacen
proteinski marker od 50 kDa, dok je svetlo plavom strelicom oznacen detektovani PAH-
FLAG i to na visini od oko 52 kDa. Prikazana je i kontrola nanoSenja — B aktin (tamno
plava strelica). Slika 1) i slika 2) predstavljaju dva razli¢ita eksperimenta.
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Slika 19. Relativna kvantifikacija koli¢éine wt i mutiranog p.GIn226Lys PAH-FLAG
proteina privremeno eksprimiranih u hepatoma delijama, bez ili sa sepiapterinom kao
unutaréelijskim prekursorom BH4. PAH-FLAG proteini detektovani su u ¢elijskom
ekstraktu pomocu anti-FLAG antitela i semikvantifikovani pomocéu densitometrijske
analize. Prikazane vrednosti su srednja vrednosttstandardna devijacija dobijena iz tri
nezavisna eksperimenta. Razlika u nivou p.GIn226Lys PAH-FLAG proteina bez/sa
sepiapterina ne dostiZe statisticku znacajnost (p=0,37).

U okviru ovog istrazivanja je funkcionalno okarakterisan mutirani protein
p.GIn226Lys PAH koji nastaje kao posledica nove mutacije u genu PAH, c.676C>A.
Niska ekspresija mutiranog p.GIn226Lys PAH proteina u hepati¢nom in vitro sistemu
potvrduje da je efekat nukleotidne zamene c.676C>A patoloski i da dovodi do razvoja
bolesti. Osim toga, 1 klinicka slika pacijenata pokazuje da je re¢ o teSkoj mutaciji. Jedan
od pacijenata je odrasli neleCeni pacijent sa tipicnom klinickom slikom klasi¢ne
fenilektonurije (visok nivo fenilalnina u krvi i teSka mentalna retardacija), dok je drugi
pacijent nedavno otkriven na neonatalnom skriningu, sa nivoom fenilalanina pre
uvodenja dijete koji ga takode svrstava u klasicnu PKU. Imajuéi sve navedeno u vidu,
ova mutacija moze da se uvrsti u baze podataka kao patoloska mutacija. Buduéi da je
nivo mutiranog p.GIn226Lys PAH proteina tek neznatno povecan pri dodavanju
sepiapterina 1 da to povecanje ne dostize statisticku znacajnost, moze se zakljuciti da

ova mutacija ne odgovara na BH4.
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4.3. FUNKCIONALNA ANALIZA NOVIH TRANSKRIPCIONIH
REGULATORA U NEKODIRAJUCIM REGIONIMA GENA PAH

Budué¢i da su prethodne studije sprovedene u Laboratoriji za molekularnu
hematologiju (danas Laboratorija za molekularnu biomedicinu), IMGGI, po prvi put
pokazale postojanje transkripcionih regulatora u okviru introna gena PAH, sledec¢i korak
u potrazi za novim cis-elementima je pretpostavljao analizu dodatnih nekodiraju¢ih
elemenata - promotora i VNTR regiona u 3' kraju gena PAH. S obzirom da je PAH
eksprimiran u jetri, kao odabrani in vitro sistem za funkcionalnu analizu je koris¢en
humani hepatoma celijski model (HepG2 ¢celijska linija), koji je po svojim
karakteristikama najpriblizniji in vivo uslovima. Takode, za analize interakcije DNK sa

proteinima su koriS¢eni jedarni ekstrakti poreklom iz HepG2 ¢elijske linije.

4.3.1. FUNKCIONALNA ANALIZA NOVIH TRANSKRIPCIONIH
REGULATORA U OKVIRU PROMOTORA GENA PAH

Jedina funkcionalna karakterizacija promotorskog regiona gena PAH izvrSena je
1992. godine (Konecki et al., 1992). Tom prilikom, analizirana je sekvenca koja se od
aktuelne sekvence gena PAH (GeneBank Accession#: AF404777) razlikuje u jednom
nukleotidu, 1 to nedostatku citozina na poziciji 170 uzvodno od mesta pocetka
transkripcije (-170delC). Analizom 5' regiona gena PAH kod PKU pacijenata iz Srbije
potvrdeno je slaganje sa aktuelnom sekvencom. Osim toga, nije detektovano prisustvo

drugih varijanti u 5' regionu gena PAH.

Cilj daljeg rada bio je analiza 5' regiona gena PAH koji, u skladu sa aktuelnom
referentnom sekvencom, kao i sekvencom kod pacijenata iz Srbije sadrzi citozin na

poziciji -170. Ova sekvenca ¢e u daljem tekstu biti oznacena kao -170C ili wt.
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4.3.1.1. IN SILICO ANALIZA

Razlika izmedu dve promotorske sekvence duzine 20 nukleotida koja okruzuje

varijantno mesto -170C ili -170delC, analizirana je uz pomo¢ Matlnspector programa.

Matlnspector program je za -170C sekvencu predvideo vezivanje transkripcionih
faktora iz KLF familije (Slika 20). KLF (Kruppel like family) transkripcioni faktori su
DNK vezujuéi proteini sa motivom cinkanih prstiju koji reguliSu ekspresiju velikog
broja ciljnih gena, pri cemu mogu biti aktivatori ili represori transkripcije. MatInspector
program predvida da se transkripcioni faktor vezuje za analiziranu sekvencu od 2. do
20. nukleotida, pri ¢emu jezgro vezivanja (11. nukleotid) predstavlja upravo C na

poziciji -170 (Slika 20).

Ova preliminarna analiza ukazala je da wt sekvenca promotora gena PAH

potencijalno moze sadrzati dodatni, do sada neokarakterisan regulatorni element.

Check factor <-> matrix family Position lines of Sequence
ore Matrix

issul 3 E
Detailed [ ‘
Matri led M CAPITALS
adrix Family Matrix Deteiec Mats s from to 2nchor ° # Evidence
Information [7) (2]

Family  information

VSKLES transcrpton  VSKLF7 0 (UDRUROUS UKLE) o etures 087 2 20 M 1000 0876 0008

GTCAGGACAACGCCCACGAG

10 bp 15 bp 20 bp

Matrix families.
VSKLFS

Slika 20. In silico analiza odabranog promotorskog regiona koriS¢enjem MatInspector
programa. Prikazana je analizirana sekvenca u odnosu na potencijalno mesto vezivanja
KLF transkripcionog faktora.

4.3.1.2. FUNKCIONALNA ANALIZA REGULATORNOG ELEMENTA

U cilju potvrdivanja uloge odabranog dela promotora gena PAH u regulaciji
transkripcije, izvrSeni su ekspresioni eseji koriSéenjem odgovaraju¢ih konstrukata.
Konstrukt pPBLCATS -170C, koji nosi potencijalno mesto vezivanja transkripcionih

faktora, kao 1 konstrukt pPBLCATS5 -170delC, bez vezujuéeg mesta (dobijeni na nacin
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opisan u poglavlju Materijal 1 metode), su potom transfekcijom uneti u HepG2 celije. Za

potrebe normalizacije efikasnosti transfekcije koris¢en je  galaktozidazni esej.

Rezultati funkcionalne analize su pokazali da konstrukt koji nosi potencijalno
vezujuce mesto (pBLCATS -170C), ima za 50% smanjen nivo reporterske aktivnosti u
odnosu na kontrolni plazmid sa bazalnom promotorskom aktivnoséu - pPBLCATS (Slika
21). Znacajnost razlike izmedu srednjih vrednosti u odnosu na standardnu devijaciju
potvrdena je Studentovim t-testom (p=0,01). Sa druge strane, konstrukt bez vezujuceg
mesta (pPBLCATS -170delC), nije pokazao statisticki znacajnu razliku u smanjenju
nivoa reporterske aktivnosti pri poredenju sa pBLCATS. Stoga je utvrdeno da
analizirani promotorski region, koji odgovara wt sekvenci, ima ulogu u regulaciji

transkripcione aktivnosti.

140

100

% Expression
(=2}
o
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pBLCATS -170delC pBLCATS pBLCATS -170C

Slika 21. Funkcionalna analiza potencijalnog regulatornog elementa iz promotora gena
PAH Kkoris¢enjem CAT ekspresionog eseja. Normalizovana CAT aktivnost analiziranih
konstrukata izraZzena je procentualno u odnosu na bazalnu aktivnost pBLCATS
konstrukta, ¢ija aktivnost je oznacena sa 100%. Prikazane vrednosti su srednja
vrednosttstandardna devijacija dobijena iz pet nezavisnih eksperimenta. Razlika u nivou
ekspresije pBLCATS i pBLCATS -170C konstrukta je statisticki znacajna (p=0,01).
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4.3.1.3. ANALIZA INTERAKCIJA DNK-PROTEIN

Radi karakterizacije dela promotorskog regiona kao novog regulatornog
elementa, analizirana je interakcija transkripcionih faktora sa odabranom DNK
sekvencom iz promotora gena PAH, primenom EMSA eseja. Za potrebe istrazivanja je
generisana oligonukleotidna proba koje odgovara wt sekvenci dela promotorskog
regiona gena PAH (-170C). Proba je inkubirana sa ekstraktima jedarnih proteina

izolovanih iz HepG2 ¢elijske linije.

Pri interakciji probe sa jedarnim ekstraktom HepG2 ¢elija je utvrdeno da dolazi
do formiranja jednog DNK-protein kompleksa, K1 (Slika 22). Specifi¢nost formiranog
kompleksa K1 potvrdena je u eseju kompeticije sa specificnom neobelezenom (tzv.

“hladnom”) probom (Slika 22).

U cilju identifikacije transkripcionog faktora koji je prisutan u kompleksu K1,
uraden je EMSA supershift esej. Proba je, uz ekstrakt jedarnih proteina, inkubirana i sa
antitelom koje specifi¢no prepoznaje KLF1 protein, $to je rezultiralo u pojavi dodatnog

kompleksa, K2 tj. karakteristicnog pomeraja trake na gelu - “supersifta” (Slika 22).
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Slika 22. Analiza interakcije radioaktivno obeleZene dvolan¢ane -170C probe sa jedarnim
proteinima iz HepG2 ¢elija. U koloni 2 je prikazan specificni kompleks izmedu probe i
HepG2 jedarnih proteina, oznacen kao KI1. U koloni 4 je prikazan eksperiment
kompeticije neobeleZenom probom koja je dodata u 2X molarnom visku u odnosu na
obeleZenu probu. U koloni 3 je prikazana identifikacija transkripcionog faktora koji
uestvuje u formiranju kompleksa koriS¢enjem anti-KLF1 antitela. Kompleks
karakteristican za supersift oznacen je sa K2. (Legenda: -170C: obeleZena proba koja
odgovara wt sekvenci iz promotora; JP: jedarni proteini; HP: neobeleZena -170C proba;
At: anti-KLF1 antitelo.)

Uzimajuéi u obzir rezultate EMSA supershift eseja, uz rezultate ekspresionih
eseja, moze se zakljuciti da deo promotora gena PAH koji sadrzi C na poziciji -170
predstavlja dodatni, po prvi put okarakterisan cis-regulatorni element u okviru

promotora gena PAH za koji se vezuje KLF1 transkripcioni faktor.
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4.3.2. FUNKCIONALNA ANALIZA NOVIH TRANSKRIPCIONIH
REGULATORA U OKVIRU VNTR REGIONA U 3' KRAJU GENA PAH

Analiza VNTR regiona u 3' kraju gena PAH je zapoceta sekvenciranjem VNTR
regiona kod pacijenata sa PKU iz Srbije, u cilju utvrdivanja arhitekture i ucestalosti
razli¢itth ponovaka. Detektovani su slede¢i tipovi ponovaka: VNTR3, VNTR7 i
VNTRS, pri ¢emu je VNTR3 bio daleko najzastupljeniji (prisutan na 80% analiziranih
hromozoma), $to je prikazano u Tabeli 12. Sva tri tipa ponovaka prisutnih kod

pacijenata sa PKU iz Srbije su ve¢ opisana u literaturi (Goltsov et al., 1992).

Tabela 12. Rezultati analize broja i arhitekture VNTR ponovaka iz 3' kraja gena
PAH kod pacijenata sa PKU

Aleli Arhitektura alela Broj analiziranih Ucdestalost
VNTR hromozoma
VNTR3 ab,c; 48 80%
VNTR7 a;a;a;a,bscy 6 10%
VNTRS a;a;a;2;2,bsb,¢q 6 10%
Ukupno 60 100%

Napomena: sekvence pojedinacnih ponovaka u okviru VNTR su sledece:
al: 5’-CACATATATGTATATGCATATGTACGTATG-3’

a2: 5’-CACATATATGTATATGCATACGTACGTATG-3’

b2: 5’>-CACATATATGTATGTGCATATGTACATAGG-3’

b5: 5’-CACATATATGTATGTGCATATGTACGTATG-3’

cl: 5>-CACATATATGTATGTGCATATGTATGTATA-3’

4.3.2.1 IN SILICO ANALIZA

Tri tipa ponovaka koji odgovaraju alelima detektovanih kod pacijenata sa PKU u
Srbiji (VNTR3, VNTR7 i VNTRS) su podvrgnuti bioinformatickoj analizi koris¢enjem
TFSearch programa.

Kod sva tri tipa ponovaka, in silico analiza je ukazala na vezivanje istih
transkripcionih faktora: OCT—1, CDXA i1 C/EBP. Analiza je predvidela da se OCT-1

vezuje samo u okviru ponovka a; i a;, dok se CDXA vezuje za pocetne sekvence svih
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tipova analiziranih ponovaka (a;, a;, bs, by 1 ¢;). Analiza je dalje predvidela da se
proteini iz C/EBP familije vezuju za spoj ponovaka a,/a;, a;/by, a;/bs kao 1 za spoj bs/b 1

bs/ci, a pri nizim vrednostima praga predikcije 1 za spoj ba/c; (Slika 23).

b

Slika 23. In silico analiza VNTR3 sekvence koriS¢enjem TFSearch programa. Prikazana je
analizirana sekvenca u odnosu na potencijalna mesta vezivanja transkripcionih faktora
(oznacena isprekidanim strelicama).

4.3.2.2 FUNKCIONALNA ANALIZA REGULATORNOG ELEMENTA

U cilju rasvetljavanja funkcije VNTR ponovaka gena PAH u regulaciji
transkripcije, izvrSeni su ekspresioni eseji koriS¢enjem odgovaraju¢ih konstrukata
poreklom od pBLCATS plazmida, koji eksprimira CAT gen. Konstrukti VNTR 3,
VNTR 7 i VNTR 8, nastali unoSenjem sekvence odgovaraju¢eg VNTR ponovka u
pBLCATS plazmidni vektor, su potom transfekcijom uneti u HepG2 celije. Za potrebe

normalizacije efikasnosti transfekcije koris¢en je B galaktozidazni esej.

Rezultati funkcionalne analize su pokazali da sva tri konstrukta imaju za oko
60% smanjen nivo reporterske aktivnosti u odnosu na kontrolni plazmid sa bazalnom
promotorskom aktivnoséu - pPBLCATS (Slika 24). Znacajnost razlike izmedu srednjih
vrednosti u odnosu na standardnu devijaciju potvrdena je Studentovim t-testom
(p=0,04). Ovim je pokazano da VNTR region, nezavisno od tipa ponovka, ima ulogu u

regulaciji transkripcione aktivnosti.
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Slika 24. Funkcionalna analiza potencijalnog regulatornog elementa u okviru VNTR
regiona gena PAH KkoriSéenjem CAT ekspresionog eseja. Normalizovana CAT aktivnost
analiziranih konstrukata izraZena je procentualno u odnosu na bazalnu aktivnost
pBLCATS konstrukta, ¢ija aktivnost je oznacena sa 100%. Prikazane vrednosti su srednja
vrednosttstandardna devijacija dobijena iz cCetiri nezavisna eksperimenta. Razlika u
nivou ekspresije pBLCATS i sva tri analizirana konstrukta je statisticki znacajna
(p=0,04).

4.3.2.3 ANALIZA INTERAKCIJA DNK-PROTEIN

Radi karakterizacije VNTR regiona kao novog regulatornog elementa,
analizirana je interakcija transkripcionih faktora sa VNTR3 sekvencom primenom eseja
promenjene elektroforetske mobilnosti (EMSA). Budu¢i da je prethodna funkcionalna
analiza pokazala da izmedu razli¢itih ponovaka nema razlike u intenzitetu transkripcije,
a VNTR3 tip ponovka se pokazao kao daleko najces¢i u populaciji pacijenata sa PKU u
Srbiji, dalje je ispitivana samo VNTR3 sekvenca. Da bi bilo razjasnjeno da li je za
vezivanje transkripcionih faktora neophodna kompletna arhitektura ponovka, ili su
dovoljni manji regioni u okviru njega, generisane su probe razli¢itih duzina. Proba
duzine 90 bp odgovara kompletnoj sekvenci VNTR3, a probe duzine 30 bp odgovaraju
pojedina¢nim ponovcima u okviru VNTR3 (a2, b2 i cl), kao i spoju izmedu dva
pojedina¢na ponovka (EBPa2 i EBPb2). Probe su zatim inkubirane sa ekstraktima

jedarnih proteina izolovanih iz HepG2 ¢elijske linije.

Pri interakciji proba a2, b2, c1, EBPa2 i EBPb2 sa jedarnim ekstraktom HepG2

¢elija je utvrdeno da dolazi do formiranja jednog DNK-protein kompleksa (K1), ¢ija je
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specificnost potvrdena esejem kompeticije sa specificnom neobelezenom (tzv.

“hladnom”) probom (Slika 25).

B, P - - - + + + - - -
EBPA, | _ - - - - - + + +
P

P - + - + - +

Slika 25. Analiza interakcije radioaktivno obeleZenih dvolancanih proba duZine 30 bp sa
jedarnim proteinima iz HepG2 ¢elija. Formirani specificni kompleks je oznacen kao K1.
Prikazani su eksperimenti kompeticija neobeleZenim probama koje su dodate u 3X
molarnom visku u odnosu na obeleZenu probu. (Legenda: A, P: - A, obeleZena proba; B,
P: B, obelezena proba; EBPA, P: - EBPA, obeleZena proba; JP: jedarni proteini; HP:
odgovarajuca neobeleZena (hladna) proba.)

Sa druge strane, pri interakciji VNTR3 probe sa jedarnim ekstraktom HepG2
¢elija je utvrdeno da dolazi do formiranja tri DNK-protein kompleksa: K1, K2 i K3
(Slika 26). U kompeticionom eseju sa “hladnom” probom potvrdena je specificnost dva
sporija kompleksa, K1 i K2, koji su “ohladeni” dodavanjem VNTR3 neobelezene probe,
dok je kompleks K3 nespecifi¢an (slika 26).
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Slika 26. Analiza interakcije radioaktivno obeleZene dvolanéane VNTR3 probe sa
jedarnim proteinima iz HepG2 ¢elija. Formirani kompleksi su oznaceni kao K1, K2 i K3.
Prikazan je eksperiment kompeticije neobeleZenom probom koja je dodata u 10X
molarnom vi§ku u odnosu na obeleZenu probu. (Legenda: VNTR3 P: VNTR3 obeleZena
proba; JP HEPG2: jedarni proteini iz HepG2 ¢elijske linije; VNTR3 HP: odgovarajuca
neobeleZena (hladna) proba.)

U cilju identifikacije transkripcionog faktora koji je prisutan u specifiénim
kompleksima, uraden je EMSA supershift esej. Buducdi da je in silico analiza predvidela
vezivanje tri razliCita transkripciona faktora, paznja je usmerena na C/EBP familiju
proteina, budu¢i da je re¢ o transkripcionim faktorima za koji je ve¢ pokazana
regulatorna uloga u hepaticnom tkivu (Schrem et al., 2004). Probe su stoga, uz ekstrakt
jedarnih proteina, inkubirane i sa antitelom koje specificno prepoznaje C/EBP alpha
protein. U slucaju VNTR3 probe, prilikom dodavanja anti-C/EBP alpha, doslo je do

nestajanja specificnog kompleksa K1, tj “hladenja”, Sto je pokazalo da dodato antitelo
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prepoznaje protein iz kompleksa, i to preko njegovog DNK-vezujuceg domena, pa ga na
taj nacin “odvlaci” iz kompleksa sa obelezenom VNTR3 probom (Slika 27). Medutim, u
slucaju proba koje odgovaraju pojedina¢nim ponovcima, nije doslo ni do nestajanja
kompleksa, ni do karakteristicnog pomeranja trake u vidu “supersifta” (neprikazani
rezultati). Na ovaj nacin je pokazano da je za vezivanje C/EBP alpha neophodno

prisustvo kompletne strukture VNTR3 tipa ponovaka.

VNTR3P + + | +
JPHepG2 - +
anti C/EBPalpha - -
.5 & 8
58S = —
[— -
-

e o

Slika 27. Identifikacija transkripcionog faktora koji ucestvuje u formiranju kompleksa
koriS¢enjem anti-C/EBPalpha antitela. Kompleks karakteristican za ,,supersift* oznacen
je sa SS. (Legenda: VNTR3 P: VNTR3 obeleZena proba; JP HepG2: jedarni proteini iz
HepG?2 éelijske linije; anti-C/EBP alpha: antitelo koje je dodato u reakciji.)

Imajuéi u vidu rezultate EMSA supershift eseja, uz rezultate ekspresionih eseja,
moze se zakljuciti da VNTR region predstavlja novi cis-regulatorni element koji se

nalazi u 3' kraju gena PAH. Dalja karakterizacija pokazala je da tip ponovka koji je
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najces¢i kod pacijenata sa PKU u Srbiji (VNTR3) vezuje C/EBP alpha transkripcioni
faktor.

4.4. ANALIZA VARIJANTI U POTENCIJALNIM GENIMA
MODIFIKATORIMA KOGNITIVNOG PKU FENOTIPA

4.4.1. ANALIZA POVEZANOSTI VARIJANTE m.10398A>G U
MITOHONDRIJSKOM MT-ND3 GENU SA KOGNITIVNIM FENOTIPOM
PACIJENATA SA PKU

U ovom delu istrazivanja je ispitivana povezanost mitohondrijske varijante
m.10398A>G sa kognitivnim fenotipom pacijenata sa PKU, koji je evaluiran kao 1Q
vrednost. Kao dve najbitnije odrednice za razvoj odgovaraju¢eg PKU kognitivnog
fenotipa izdvojili su se vreme uspostavljanja dijagnoze i sprovedenje dijete sa niskim
sadrzajem fenilalanina. Stoga su za potrebe ovog istrazivanja pacijenti svrstani u Cetiri
grupe (DBNS, LD, LPD i PC), kao $to je ve¢ naglaSeno u poglavlju Materijal i metode.
Kod svih pacijenata, kao i kod ispitanika kontrolne grupe, uspesno je izvrSena detekcija
varijante m.10398 A>G. Ni kod jedne osobe nije bila detektovana pojava heteroplazmije

za ovo nukleotidno mesto.

Za utvrdivanje razlika u distribuciji ucestalosti alela izmedu pacijenata i
ispitanika kontrolne grupe je koriS¢en y? test. Kod pacijenata sa PKU, alel m.10398A je
bio prisutan kod 53 od 64 osoba (82,81%), dok je kod ispitanika kontrolne grupe
ucestalost bila gotovo jednaka: 41 od 50 osoba (82%) su bili nosioci m.10398A alela.
Iako je za m.10398 A>G varijantu uoc¢ena uniformna rasporedenost medu pacijentima sa
PKU, prisustvo ove varijante je dalje analizirano u okviru cetiri razli¢ite grupe
pacijenata (DBNS+LPD, DBNS+PCD, LD+LPD i1 LD+PCD). Saglasno sa visokom
ucestalos¢u m.10398A u kohorti pacijenata sa PKU, prime¢eno je da m.10398A alel

ima vecu ucestalost od m.10398G alela u svakoj od pojedinacnih grupa (Tabela 12).
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Dalje je analizirana povezanost izmedu vrednosti 1Q pacijenata i prisustva
m.10398A ili m.10398G alela u njihovoj mitohondrijskoj DNK. U grupi pacijenata koji
su otkriveni na neonatalnom skriningu i bili na dobro kontrolisanoj dijeti, nije
pronadena statisticki znacajna razlika u srednjoj vrednosti IQ izmedu nosioca
m.10398A 1 m.10398G (p=0,89). Takode, nije bilo razlike ni medu pacijentima koji su
imali niZze vrednosti 1Q usled zakasnele dijagnoze (p=0,86). Medutim, u ovoj drugoj

grupi je uocena nesto niza vrednost IQ kod pacijenata sa m.10398A u odnosu na one sa

m.10398G (Tabela 13).

Tabela 13. Ucestalosti alela i distribucija IQ vrednosti po grupama pacijenata sa PKU
(DBNS - dijagnoza na neonatalnom skriningu, LD — kasna dijagnoza, LPD — dobro
kontrolisana dijeta, PCD — loSe kontrolisana dijeta).

m.10398A m.10398G
. Ucestalost 1Q . Ucestalost 1Q .
Pacijenti sa alela Procenat | (srednja alela Procenat | (srednja
PKU vrednost) vrednost)
DBNS+LPD 26/31 83.,87% 97,08 5/31 16,13% 96,6
DBNS+PCD 6/6 100% 77,08 0/6 0% NA
LD+LPD 5/6 83,33% 74,30 1/6 16,67% 60
LD+PCD 2/4 50% 47,50 2/4 50,00% 55

4.4.2. IDENTIFIKACIJA NOVIH POTENCIJALNIH GENA MODIFIKATORA
PKU KOGNITIVNOG FENOTIPA

U ovom delu istrazivanja je kompletna genomska sekvenca 10 nelecenih
pacijenata (iz 6 porodica) sa karakteristicnim kognitivnim fenotipom analizirana Next
Generation Sequencing metodom. Ovi pacijenti su po genotipu i metaboli¢kom fenotipu
svrstani u klasi¢nu fenilketonuriju, ali imaju normalan kognitivni razvoj (nisu razvili
mentalnu retardaciju). Oni stoga predstavljaju pogodnu grupu za identifikaciju

potencijalnih gena modifikatora PKU kognitivnog fenotipa.

Nakon preliminarne bioinformaticke obrade (poredenje sa referentnim humanim

genomom, selekcija varijanti u kodiraju¢im regionima, isklju¢ivanje sinonimnih
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varijanti itd.), kod analiziranih uzoraka selektovano je 598 razli¢itih gena sa ukupno

1984 varijanti.

25000gena

4
598 gena
g
72 potencijalna gena
modifikatora

4
SHANK1
SHANK2
SHANK3

Slika 28. Prikaz toka obrade podataka pri identifikacija novih potencijalnih gena -
modifikatora PKU kognitivnog fenotipa

U sledec¢em koraku oformljen je panel gena koji imaju odgovarajucu fizioloSku
ulogu. Prilikom pretrazivanja baza podataka (eng.“data mining”), uzimani su u obzir
samo geni koji kodiraju za transportere (posebno ukoliko se nalaze na krvno-moZzdanoj
barijeri), geni koji kodiraju za jonske kanale (npr. kalcijumove kanale) eksprimirane u
mozgu, geni koji su ukljuceni u razvi¢e mozga, geni koji kodiraju za receptore u mozgu,
geni koji su ukljuceni u transdukciju signala u neuronima, geni koji su u literaturi
dovodeni u vezu sa poremecajima funkcionisanja neurona, kao i geni koji su dovodeni u
vezu sa neurodegenerativnim oboljenjima. Od pocetnog broja ispitivanih gena, kod
analiziranih uzoraka selektovano je 72 gena - potencijalna modifikatora kognitivnog

PKU fenotipa (Slika 28).

Kako bi bile identifikovane varijante koje se mogu dovesti u vezu sa normalnim
kognitivnim razvojem u analiziranoj grupi PKU pacijenata, dalje su selektovani samo
geni zajednicki za viSe analiziranih porodica (eng. ,,cross sample analysis*). Nakon
ovog koraka se izdvojila SHANK (SH3 and multiple ankyrin repeat domains) familija
gena, pri cemu su detektovane varijante u svakom od 3 ¢lana ove familije - SHANK,
SHANK?2 1 SHANK3 genu. Budu¢i da SHANK proteini predstavljaju proteine ukljucene

u sinapti¢ku transmisiju (Naisbitt et al., 1999), i1 da pritom postoje literaturni podaci koji

112



REZULTATI

ukazuju da su promene u ovim genima povezane sa razli¢itim neuropsihijatrijskim
poremecajima 1 intelektualnom ometenos¢u (Guilmatre et al., 2014), kao i1 uzevsi u
obzir da su varijante prisutne kod 4 od 6 porodica sa karakteristicnim kognitivnim
fenotipom, nastavljena je analiza individualnih varijanti koje su detektovane u okviru

SHANK gena.

U SHANK]I 1 SHANK3 genima detektovana je po jedna missense varijanta, a u
SHANK? genu tri missense varijante i jedna mala insercija od dve aminokiseline koja ne
menja okvir Citanja (Tabela 14). Sve varijante su detektovane u heterozigotnom stanju.
Pretrazivanjem Ensembl baze podataka ustanovljeno je da su sve identifikovane
varijante, osim SHANK?2: p.Gly46Ser (rs201642016), nove. Takode, nijedna od njih nije
bila prisutna ni u laboratorijskoj populaciono-specifi¢noj TruSight One bazi podataka.
Radi in silico predikcije efekta varijanti na odgovaraju¢i SHANK protein, i u sluc¢aju
ovih novih varijanti primenjeni su odgovaraju¢i bioinformaticki softveri PolyPhen-2,
SIFT, PROVEAN 1 MutPred. Predikcija je pokazala da se u svim sluc¢ajevima radi o
benignim promenama. Sta vise, za SHANK proteine koji nose identifikovane varijante
je in silico analizom pokazano da mogu da zadobiju nove karakteristike, te stoga mogu

imati protektivni modifikatorski efekat na kognitivni razvoj pacijenata sa PKU.
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Tabela 14. Pregled varijanti detektovanih u SHANK genima kod pacijenata sa PKU sa normalnim kognitivhim razvojem. Za svaki od
koris¢enih programa za predikciju je naznacen odgovarajuéi skor, kao i odgovarajuca verovatnoca za predloZenu hipotezu u slu¢aju Mutpred

programa.
. HGYVS nomenklatura
Porodica Gen Alell Ale | Referentna tip . PolyPhen SIFT/ MutPred
12 sekvenca mutacije DNK Protein -2 PROVEAN
. 0,202; Loss of
P2 | SHANKI C G G missense | ¢4792 G>C p.Pro1591Ala benign, | tolerated, |, ° Viation at P,
0,188 0,92 p=0,016
0,103; Gain of
. 1 lati P,
Pt | sHankz | © ¢ ¢ MISSENSe | . 3474C>G p.Ala1141Pro / / B 0064
P3 SHANK? | AATGGC insercija | C424TIMSAAT | b1 1389 Prol1390insLeuPro / deleterious, /
GGC -3,53
P3 SHANK2 T C C missense |  ¢.216C>T p.Gly46Ser 0,02* 1* 0"87;5(:2;122 loop,
. 0,089; L f
P4 SHANK?2 T C C missense ¢.132C>T p.Asp18Asn / / stability, p":g,gss
. 0,308; Gain of
P2 SHANK3 A C C missense c.5010C>A p-Pro1670Thr b; I(l)lf;l’ tolgrj;ed, phosphorylation at
’ s P, p=0,0063

* podaci o efektu SHANK?2: p.Gly46Ser varijante su preuzeti sa Ensembl baze podataka, dok u slucaju drugih missense varijanti u SHANK2 genu

analiza sa PolyPhen-2 i SIFT programom nije bila moguca zbog postojanja nekoliko razli¢itih varijanti transkripa
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5.1. MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA MUTACIJA U
GENIMA UZROCNICIMA KOD PACIJENATA SA HPA U SRBIJI

Prvi deo ovog istrazivanja je za cilj imao molekularnu karakterizaciju i
kompletiranje spektra mutacija u genima-uzrocnicima kod 76 pacijenata sa

hiperfenilalaninemijom u Srbiji.

U okviru ove studije je prikazana molekularna karakterizacija ukupno 150
mutiranih PAH alela 1 2 mutirana PT7S alela, pri ¢emu je detektovano 30 razli¢itih
mutacija u PAH i 1 mutacija u PTS genu. U okviru ove studije je identifikovana i jedna
nova mutacija - p.GIn226Lys, promena u genu PAH za koju je pokazano da do sada

nije bila prijavljena ni u jednoj drugoj PKU populaciji (www.biopku.org).

5.1.1. SPEKTAR I UCESTALOST MUTACIJA U GENU PAH KOD
PACIJENATA SA HPA U SRBIJI

Kada je re¢ o mutacijama detektovanim u genu PAH kod pacijenata sa PKU iz
Srbije, moze se uociti da daleko najvec¢i procenat svih mutacija obuhvataju missense
mutacije (86%). Ovaj rezultat je u saglasnosti sa drugim populacijama, gde je takode
zabelezena najviSa ucCestalost za missense mutacije (Zschocke, 2003; Scriver et al.,
2003). Za pojedine evropske populacije ucestalost je zapravo vrlo bliska vrednosti
dobijenoj za Srbiju, pa je tako za Spaniju uo¢ena ucestalost od 78,7% (Couce et al.,
2013), dok za nama jo$ blizu populaciju, Sloveniju, ucestalost missense mutacija iznosi
80% (Groselj et al., 2012). Svi ostali tipovi mutacija (nonsense, frameshift, splice 1
velike delecije) imaju znatno niZe ucestalosti, pri ¢emu ni jedna od pojedinac¢nih
mutacija koja spada u neki od ovih tipova mutacija ne prelazi 2%. Sa druge strane,
medu missense mutacijama takode ima retkih mutacija koje su prisutne na samo
nekoliko alela, od ¢ega su neke toliko retke da su zabeleZzene samo na po jednom alelu

(kao npr. p.Leu213Pro, p.Arg413Pro, p.Pro416Gln). Medutim, ubedljivo najveci
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procenat svih missense mutacija odlazi na mali broj naj¢es¢ih mutacija, tako da zbirna

ucestalost dve najceS¢e mutacije, p.Leud8Ser 1 p.Arg408Trp, iznosi ¢ak 45%.

Mutacija p.Leud8Ser (c.143T>C) je u ovoj studiji detektovana na cak 47
hromozoma. Ucestalost ove mutacije, koja iznosi 31%, najveca je ikada zabeleZena za
sve do sada analizirane populacije. I u prethodnoj studiji koju su sproveli Stojiljkovi¢ i
saradnici, p.Leud48Ser je zauzela prvo mesto po ucestalosti koja je iznosila 21%
(Stojiljkovi¢ et al., 2006). Ova mutacija je prvi put detektovana kod turskog pacijenta sa
PKU (Konecki et al.,, 1991). Od tada je bila prijavljivana u mnogim evropskim
populacijama, ali uvek sa niskom ucestalos¢u, od oko 2—-5% (Zschocke, 2003). Nesto
veée ucestalosti su bile zabelezene samo za populacije koje su geografski i istorijski
povezane sa srpskom populacijom. Tako je zabeleZena ucestalost od 10% u Hrvatskoj
(Karacic¢ et al., 2009), 7% u Turskoj (Dobrowolski et al., 2011) 1 7,84% u juZnoj Italiji
(Daniele et al., 2009). Iako priprada juznoslovenskim populacijama, Slovenija belezi
nisku ucestalost od samo 2% za p.Leu48Ser (Groselj et al., 2012), dok slicnu ucestalost
(2,27%) ima 1 susedna Rumunija (Popescu et al., 1998). Moguce je uociti opadajuci
gradijent ucestalosti ove mutacije u okviru Balkanskog poluostrva, sa najviSom
vrednosti na teritoriji Srbije. Takode, i u okviru same Italije postoji gradijent u
ucestalosti p.Leud48Ser, buduci da su studije koje su obuhvatale pojedina¢ne regione
pokazale da je u severnoj Italiji ova mutacija gotovo odsutna (Giannattasio et al., 2001).
Iako bi se usled ovako visoke ucestalosti mutacije p.Leu48Ser na prvi pogled moglo
zakljuciti da je ova mutacija nastala upravo u Srbiji, a odatle bila proSirena na bliske
populacije, rezultati haplotipskih analiza ukazuju na drugacije poreklo. Naime, u studiji
koju su sproveli Stojiljkovi¢ 1 saradnici pokazano je da ova mutacija nema autohtono
srpsko poreklo, ve¢ da je u Srbiju uneta iz drugih populacija sa razli¢itom genetickom
osnovom (Stojiljkovi¢ et al., 2007). Stoga se dalje mozZe zakljuciti da su dodatni faktori,

kao Sto je geneticki drift, doprineli ovako visokoj u€estalosti p.Leu48Ser u Srbiji.

Na drugom mestu po ucestalosti kod pacijenata sa PKU iz Srbije je p.Argd08Trp
(c.1222C>T) sa 14%. Ova mutacija je bila na drugom mestu po ucestalosti i u
prethodnoj studiji (Stojiljkovi¢ et al., 2006). Mutacija p.Arg408Trp je inace najcesSca
PKU mutacija u svetu, pri ¢emu je izuzetno Cesta u slovenskim populacijama (sa

najvecom ucestalo$¢u u populacijama sa severoistoka Evrope), kao i u Velikoj Britaniji,
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sa najve¢om udestaloséu u Skotskoj i Irskoj (Zschocke, 2003; Tighe et al., 2003).
Uoceno je da je ova mutacija povezana sa dva razliCita haplotipa, koja odgovaraju
navedenim centrima visoke ucestalosti, tako da se smatra da je nezavisno nastala dva
puta (Eisensmith et al., 1995). Slovenski haplotip koji nosi p.Argd08Trp mutaciju ima
karakteristiCan opadaju¢i gradijent koji ide od baltickih pa sve do mediteranskih
zemalja. Tako je najviSa ucestalost za ovu mutaciju uocena u Letoniji (76%) 1 Litvaniji
(73,5%) (Pronina et al., 2003, Kasnauskiene et al., 2003), pa se, prate¢i opadajuci
gradijent, stize do Poljske sa 61,8% (Bik-Multanowski et al., 2013), Ceske sa 42,1%
(Reblova et al., 2013), Slovacke sa 47% (Polak et al., 2013), pa sve do Slovenije sa 29%
(GroSelj et al., 2012), 1 Hrvatske sa 36% (Karaci¢ et al., 2009). Osim slovenskih, i
geografski bliske populacije kao §to su Madarska i druge, takode prate ovaj gradijent
(Zschocke et al., 2003, Tighe et al., 2003). S obzirom da ucestalost p.Argd08Trp za
Tursku iznosi 6,4% (Dobrowolski et al., 2011), moze se zakljuciti da se Srbija, sa

ucestaloS¢u od 14%, dobro uklapa u gradijent koji opada od severa ka jugu.

Medu mutacijama sa neSto vecom ucestaloS¢u su uocene p.Glu390Gly,
p.lle306Val 1 p.Pro281Leu. Ove mutacije su relativno Ceste na Balkanu, ali retke u
drugim evropskim populacijama (Zschocke, 2003). Mutacija p.Glu390Gly u Srbiji
populaciji ima gotovo identi¢nu ucestalost kao i u hrvatskoj i slovenackoj populaciji
(oko 7%), dok je ucestalost p.Pro281Leu u Srbiji (4,7%) neSto niza nego u ove dve
susedne zemlje (Karaci¢ et al., 2009, Groselj et al., 2012).

Najveci broj mutacija detektovanih kod pacijenata sa PKU iz Srbije ¢ine znatno
rede mutacije, ¢ija ucestalost iznosi manje od 3%. Sve ove mutacije, osim p.GIn226Lys,
su prethodno prijavljene u nekoj od PKU populacija u svetu i prisutne u odgovaraju¢im
bazama podataka (www.biopku.org). S obzirom na veliki broj razli¢itih mutacija, ¢ak
30 u odnosu na ukupan broj alela, moze se zakljuciti da se analizirana kohorta
pacijenata sa PKU iz Srbije odlikuje znacajnom heterogenos¢u PAH lokusa. Osim toga,
interesantno je ista¢i da se u odnosu na prethodnu studiju u kojoj je detektovano 19

mutacija, spektar mutacija povecao za preko 50% (Stojiljkovi¢ et al., 2006).
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5.1.2. VELIKE DELECIJE U GENU P4AH KOD PACIJENATA SA HPA U
SRBIJI

U ovom istrazivanju je po prvi put primenjena MLPA metoda radi analize PAH
gena kod pacijenata iz Srbije. MLPA metoda predstavlja tehniku visoke osetljivosti 1
efikasnosti koja se primenjuje za detekciju delecija i duplikacija velikih regiona u
genomu. MLPA je za detekciju velikih delecija u genu za PAH prvi put primenjena
2006. godine (Desviat et al., 2006) i od tada se koristi ukoliko sekvenciranjem svih 13
egzona (sa egzon-intron granicama) i promotorskog regiona nisu pronadene dve
patoloske mutacije. Osim toga, kandidate za MLPA analizu predstavljaju i pacijenti kod
kojih za pojedine egzone nije moguce amplifikovati fragment u PCR reakciji, Sto vodi
ka pretpostavci o homozigotnosti za deleciju tog egzona. Upravo to je bio slu¢aj u ovom
istrazivanju, kada nije bilo moguce umnoziti Sesti egzon gena za PAH, i kada je MLPA
analizom bilo potvrdeno da je pacijent homozigotni nosilac za deleciju ¢itavog Sestog

egzona.

Ucestalost velikih delecija u genu za PAH varira za razli¢ite populacije, ali je
uglavnom niska. Za populacije bliske Srbiji, dakle, slovenske populacije, ucestalost ne
prelazi 3%. Tako je za Cesku ustanovljena ulestalost od 3% (Kozak et al., 2006,
Reblova et al., 2013), za Sloveniju 2% (Groselj et al., 2012), za Poljsku 2-3% (Bik-
Multanowski et al 2008), i 2,2% za Slovacku (Polak et al., 2013). U poslednjoj studiji
koja je obuhvatila hrvatsku populaciju nisu detektovane velike delecije (Karaci¢ et al.,
2009). Medutim, budu¢i da su tom prilikom koriS¢ene samo standardne metode za
pretrazivanje malih promena u genu PAH, kao i1 da su 3 alela ostala neokarakterisana,
moguce je pretpostaviti prisustvo velike delecije na nekom od ovih alela. Takode, i u
drugim populacijama sa Balkanskog poluostrva (Rumunija i Bugarska) gde su poslednje
studije vrSene krajem proslog veka je veliki broj alela (>10%) ostao neokarakterisan,
tako da je 1 ovde moguce pretpostaviti da odredeni procenat ovih alela odlazi na velike
delecije (Kalaydjieva et al., 1993, Popescu et al., 1998). S tim u vezi se moZe
pretpostaviti da je ucestalost velikih delecija u PAH genu u evropskim populacijama
potcenjena. Pacijent koji je analiziran u okviru ove studije je prvi zabelezeni slucaj u
Srbiji koji ima velike delecije u genu PAH. Kod pacijenta je delecija prisutna na oba

alela, pa stoga izraCunata ucestalost ovog tipa mutacija za analiziranu populaciju iznosi
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1,33%. Moze se zakljuciti da ova vrednost u potpunosti odgovara vrednostima

zabelezenim za slovenske 1 druge evropske populacije.

U navedenom slucaju, kod oba roditelja pacijenta homozigotnog za deleciju
Sestog egzona, dokazan je status heterozigotnog nosioca. Budu¢i da su u literaturi
poznati slucajevi nastanka retkih metabolickih oboljenja usled uniparentalne dizomije
(Perez et al., 2011), vazno je ista¢i da u slu¢aju homozigotnih pacijenata treba analizirati

1 roditeljske uzorke kako bi se iskljucila ova moguénost.

Valja napomenuti i da je u okviru ovog istrazivanja MLPA analiza primenjena i
na jedini preostali neidentifikovani PAH alel iz analizirane grupe pacijenata, no
medutim, u ovom uzorku nisu detektovane velike delecije. S obzirom da je kod
pacijenta ve¢ utvrdeno prisustvo jedne mutacije u genu za PAH, kao i da u
promotorskom regionu nisu detektovane promene, moze se pretpostaviti da se druga
mutacija verovatno nalazi duboko unutar nekog od introna gde aktivira skriveno
(kriptiéno) mesto za iskrajanje transkripta, Sto vodi ka inkorporiranju dela intronske
sekvence (tzv. pseudoegzona) u transkript koji time postaje nefunkcionalan. Medutim,
budué¢i da ociglednu prepreku uspesnom proucavanju transkripata kod pacijenata
predstavlja Cinjenica da je gen PAH u dovoljnoj meri eksprimiran samo u jetri, ovakve
mutacije najceS¢e ostaju neokarakterisane. Ovaj tip mutacija je izuzetno redak u genu za
PAH, tako da je u BIOPKU bazi podataka prijavljeno samo nekoliko ovakvih mutacija

(www.biopku.org).

5.1.3. BH4 DEFICIJENCIJA KOD PACIJENATA SA HPA U SRBIJI

U okviru ove studije je molekularnogeneticka dijagnostika HPA, koja je do sada
obuhvatala samo gen PAH, proSirena i na gene-uzrocnike BH4 deficijencije. BH4
deficijenciju koja uzrokuje HPA je, zahvaljuju¢i neonatalnom skriningu, moguée otkriti
ve¢ u najranijem uzrastu. [zuzetak predstavlja jedino nedostatak enzima sepiapterin
reduktaze, koji rezultuje fenotipom koji ne ukljucuje poviSeni nivo fenilalanina u krvi.

Medutim, ukoliko ne postoje adekvatni biohemijski testovi neophodni za diferencijalnu
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dijagnostiku, postoji mogucnost da pacijenti sa BH4 deficijencijom budu pogresno

svrstani medu PKU pacijente.

Budu¢i da kod jednog pacijenta iz analizirane grupe pacijenata sa
hiperfenilalaninemijom molekularnogeneticCkom analizom ¢itavog gena za PAH
mutacija, dijagnostika je usmerena na BH4 deficijenciju. Analizirani pacijent je usled
izrazito visokog nivoa fenilalanina u krvi bio otkriven na neonatalnom skriningu,
medutim, zbog nedostupnosti analiza profila pterina u urinu, njegova prvobitna
dijagnoza je bila klasi¢na fenilketonurija. Uocena visoka vrednost fenilalanina, kao i
podatak da je najcesca forma BH4 deficijencije PTPS deficijencija usmerili su dalji tok
analize na PTS gen. (Opladen et al 2012; www.biopku.org). Analiza PTS gena je
pokazala da je pacijent nosilac mutacije ¢.407A>T (p.Asp136Val), i to u homozgotnom
stanju. I u ovom sluc¢aju je analizom roditeljskih uzoraka (oboje heterozigotni nosioci)

iskljuCena uniparentalna dizomija.

Mutacija p.Aspl36Val je prvi put prijavljena kod italijanskog pacijenta sa
deficijencijom PTPS, kod koga je prisustvo ove mutacije u heterozigotnom stanju bilo
povezano sa tezom klinickom slikom 1 visokim nivoom fenilalanina u krvi (Oppliger et
al., 1997). Medutim, za ovu mutaciju se, prema postojecim literaturnim podacima, ne
moze uociti jasna korelacija sa klinickim fenotipom. Kada je bio eksprimiran u in vitro
sistemu (COS ¢elijska linija), mutirani p.Aspl36Val PTPS protein je ipak imao
znacajnu rezidualnu aktivnost od 31% (Dudesek et al., 2001). Takode, pacijent iz
Poljske kod koga je uocena blaza klinicka slika je imao ovu mutaciju u homozigotnom
stanju (Zekanowski et al., 1998). Kao $to je ve¢ ranije napomenuto, PTPS deficijencija
se grubo moze podeliti na teske (,.tipicna“ PTPS deficijencija) i blage fenotipove, gde
pacijenti sa blagim fenotipovima uglavnom imaju normalan neuroloski razvoj (Leuzzi et
al., 2010). Budu¢i da pacijent analiziran u ovoj studiji nije imao tezih neuroloskih
komplikacija, kao i da je imao je samo blazi kognitivni zastoj, moze se svrstati u

umereno teSku PTPS deficijenciju.

Kada je re¢ o populacijama koje su bliske Srbiji, u literaturi je opisan veoma
mali broj studija koje su se bavile molekularnom karakterizacijom mutacija u genima-

uzro¢nicima BH4 deficijencije. Od slovenskih populacija podaci postoje samo za
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Poljsku (Zekanowski et al., 1998), dok podaci za juznoslovenske narode ne postoje.
Stoga se podaci iz ove studije mogu ujedno smatrati i prvim podacima koji se ticu

spektra mutacija za Balkansko poluostrvo i medu prvima za slovenske populacije.

Pacijent analiziran u ovoj studiji je prvi sluc¢aj BH4 deficijencije u Srbiji, koji je
identifikovan zahvaljuju¢i primeni molekularne genetike i optimizaciji metode za
detekciju mutacija u genu P7S. Imajuéi na umu da ucestalost BH4 deficijencije iznosi
oko 1-2% svih sluc¢ajeva HPA (Blau et al., 2001), moZe se rec¢i da se ucestalost od
1,31% dobijena u ovoj studiji u potpunosti slaze sa ocekivanom vredno$¢u. Takode,
analiza pacijenata sa HPA iz Srbije ukazuje na neophodnost razlikovanja BH4
deficijencije od fenilketonurije. Ukoliko potrebni biohemijski testovi (BH4 test
optere¢enja 1 analiza pterina u urinu) nisu dostupni, neophodno je pravovremeno
sprovesti molekularnogeneti¢ku analizu gena za PAH kako bi se otkrili pacijenti sa
mogucom dijagnozom BH4 deficijencije. Na ovaj nacin ¢e geneticke analize ukazati na
odabir terapije za ovu retku grupu pacijenata, i samim tim dovesti do boljih izgleda za

njihov $to optimalniji psihomotorni i neuroloski razvoj.

5.1.4. ALGORITAM ZA OPTIMALNU MOLEKULARNU DIJAGNOSTIKU
PACIJENATA SA HPA U SRBIJI

Zahvaljujuéi temeljnom pretrazivanju promena u svim egzonima (zajedno sa
egzon-intron granicama) i promotorskom regionu gena za PAH, uvodenju metoda za
detekciju velikih delecija u genu za PAH, kao i1 primeni i optimizaciji metoda za
detekciju mutacija u genima odgovornim za BH4 deficijenciju, postignuta je izuzetno
visoka stopa detekcije mutacija od 99,34%. Studija molekularne karakterizacije
mutacija u genima-uzro¢nicima kod pacijenata sa HPA nije bitna samo sa stanoviSta
populacione genetike, ve¢ izuzetno znacajnu primenu ima 1 u osmisljavanju
dijagnostickog pristupa. Imajuc¢i u vidu navedene podatke o ucestalosti PKU u odnosu
na BH4 deficijencije, kao i ucestalosti mutacija do sada detektovanih u analiziranoj
populaciji, moze se konstruisati odgovarajuc¢i dijagnosticki algoritam za Srbiju (Slika
29). Uz primenu ovog algoritma, analizom samo 3 egzona gena PAH (egzoni 2, 71 12)

u kojima su inae mutacije za koje je ova studija pokazala da su najceS¢e u Srbiji,
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moguce je detektovati mutacije kod 63,33% pacijenata, dok se uz analizu jo§ dva
egzona (egzoni 6 1 9) mutacije mogu detektovati kod 87,33% pacijenata. Na kraju,
nakon analize svih egzona (sa egzon-intron granicama), mutacije ¢e biti detektovane
kod gotovo 99% pacijenata, te je, u slucaju da nisu detektovane obe mutacije u genu
PAH, neophodno primeniti MLPA analizu i sekvencirati promotor gena. Ukoliko ni
posle tih analiza nisu otkrivene obe mutacije u genu PAH, treba otpoceti sa

molekularnogenetickom analizom gena odgovornih za BH4 deficijenciju.

Ovakav dijagnosticki algoritam bi, uzimaju¢i u obzir ucestalost svake
pojedinacne mutacije, kao verovatno¢e da bude detektovana kod pacijenta sa HPA u
Srbiji, omogucio brzu, laksu i pristupac¢niju detekciju mutacija kod pacijenata kod kojih
se uoCi poviSeni nivo fenilalanina na neonatalnom skriningu. Stoga bi koriS¢enje
ovakvog algoritma u rutinskoj dijagnostici pacijenata sa HPA u Srbiji dovelo do brzog i
preciznog postavljanja odgovarajuée dijagnoze, koja bi, sa svoje strane, omogucila $to

raniju primenu odgovarajuce terapije specificne za detektovani genotip.
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HIPERFENILALANINEMIJA NA NEONATALNOM SKRININGU

Deficijencija PAH (98.7% HPA)

y

63.33%
egzon 2 (p.Leud8Ser),
egzon 7 (p.Arg24 3%, p.Val245Ala, p.Arg252GlIn, p.Arg261GIn, p.Arg261%, p.Pro281Leu)
i egzon 12 (p.Ala403Val, p.Argd08Trp, p.Argd13Pro, p.Tyrd 14Cys, p.Pro416Gln)

v

Detektovane 2 mutacije

87.33%
egzon 6 (p.Vall77Leu, p.vall77Met, p.Leu213Pro, p.Pro225Thr, p.GIn226Lys, p.Ser231Phe),
egzon 9 (p.lle306Val) i egzon 11 (p.Glu390Gly, p.Lys363Asnfs*37)

Detektovane 2 mutacije DA

NE

99%
egzon 1 (p.Serl6*, p.GIn20*), egzon 3 (p.Argl11%), egzon 4, egzon 5 (p.Arg158GIn)
egzon 8 (p.Arg297His), egzon/intron 10 (c.1065+3A>G, ¢.1066-11G>A),
egzonjfintron 12 (¢.1315+1G>A) i egzon 13

Detektovane 2 mutacije DA

NE

100%:
MLPA analiza za sve egzone i sekvenciranje promotora gena za PAH

- DA
Detektovane 2 mutacije

NE

Deficijencija BH4 (1.3% HPA)

MOLEKULARNOGENETICKA DIJAGNOZA PACIJENTA SA HPA

Slika 29. Dijagnosticki algoritam HPA za pacijente iz Srbije.

124



DISKUSUJA

Sa druge strane, ubrzani razvoj novih tehnologija je od nedavno otvorio novo
poglavlje u dijagnostici hiperfenilalaninemije. Pristup zasnovan na sekvenciranju nove
generacije je omogucio ciljano resekvenciranje Cetiri gena-uzrocnika HPA (PAH,
GCHI, PTS and ODPR) (Trujillano et al., 2014). Ovakav pristup se pokazao znatno
mo¢nijim i efikasnijim u poredenju sa konvencionalnim metodama molekularne
dijagnostike koji su zasnovani na sekvenciranju jednog po jednog gena. Samim tim se u
bliskoj budué¢nosti moze ocekivati da se, primenom ovakvih tehnologija, jo§ viSe ustedi
na vremenu potrebnom za molekularnogeneticke testove, tako da se odgovarajuca

terapija uspostavi samo nekoliko dana po rodenju pacijenta.

5.1.5. PREDIKCIJA KORISNOSTI BH4 LEKA U POPULACIJI PACIJENATA
SA PKU IZ SRBIJE NA OSNOVU GENOTIPA

Od kako su krajem proslog veka Kure i saradnici (Kure et al., 1999) pokazali da
BH4 dovodi do sniZenja nivoa fenilalanina u krvi kod nekih pacijenata sa PKU,
predvidanje odgovora na terapiju sa BH4 je predmet velikog broja studija. U klinickoj
praksi se kao metod izbora najcesc¢e koristi BH4 test optere¢enja, uz pomo¢ koga je
moguce utvrditi fizioloSko dejstvo za konkretan slucaj pacijenta sa PKU (Desviat et al.,
2004, Blau et al., 2009). Medutim, imajuci na umu da odgovor na terapiju sa BH4 zavisi
od mutacija koje pacijent ima u genu za PAH, Cesto je korisno predvideti odgovor na

BH4 na osnovu poznatog PAH genotipa.

Prva studija koja je predlozila da se odgovor na BH4 moze izvesti iz PAH
genotipa je pretpostavljala da je za fizioloski odgovor pacijenta dovoljno prisustvo samo
jedne mutacije za koju se zna da odgovara na BH4 (Zurfluh et al., 2008). U okviru
studije molekularne karakterizacije mutacija, u genotipovima pacijenata sa PKU iz
Srbije je detektovano ukupno 9 razli¢itih mutacija za koje je poznato da odgovaraju na

BH4, dok ukupna ucestalost ovih mutacija iznosi 56%.

Medutim, kada je re¢ o predvidanju odgovora na BH4, ubrzo je postalo jasno da
prisustvo odredenog PAH genotipa ipak ima mnogo vecu prediktivhu mo¢ u odnosu na
prisustvo samo jedne mutacije (Trefz et al., 2009). Naime, u literaturi su uocene

inkonzistencije u odnosu na odgovor na BH4 za pojedine mutacije (Karaci¢ et al., 2009;
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Quirk et al 2012; Pordevi¢ et al., 2013; Reblova et al., 2013; Anjema et al., 2013).
Primeceno je da odgovor ponekad zavisi od prisustva druge mutacije u genotipu, te su
tako belezeni razli¢iti odgovori u zavisnosti da li je mutacija u homozigotnom ili
hemizigotnom stanju, ili je u kombinaciji sa drugom missense mutacijom, koja, sa svoje
strane, ima ili nema odogovor na BH4 (Nielsen et al., 2010; Anjema et al., 2013). Stoga
je u okviru ove studije po prvi put izvrSeno predvidanje odgovora na terapiju sa BH4 na

osnovu genotipa kod pacijenata sa PKU iz Srbije.

U cilju sto verodostojnije predikcije odgovora na terapiju sa BH4, PAH
genotipovi pacijenata sa PKU u Srbiji su svrstani u tri grupe: one koji odgovaraju na
BH4, one koji verovatno odgovaraju na BH4, i na kraju na one koji ne odgovaraju na
BH4. Shodno tome, primeceno je da samo 21% pacijenata ne bi imalo koristi od terapije
sa BH4, dok bi za 32% pacijenata (maksimalno ¢ak 79% pacijenata) preporuka bila da
budu podvrgnuti BH4 testu optere¢enja. Bez sumnje, BH4 test opterec¢enja je jedini
nacin da se odredi kako ¢e odredeni pacijent reagovati na terapiju (Blau et al., 2009).
Medutim, predikciju na osnovu genotipa je korisno uraditi u sluc¢aju kada se BH4 test
opterecenja ne radi rutinski iz finansijskih razloga, tako da tada karakterizacija genotipa
pacijenata sa PKU moZze da ukaze na moguce kandidate za uspeSnu terapiju sa BH4.
Osim toga, ukoliko terapija sa BH4 nije uopste dostupna u zemlji (kao u slucaju Srbije),
ovakva procena moze da ukaze kolikom procentu pacijenata sa PKU bi ona bila od
koristi. Ova studija, koja predstavlja prvu procenu odgovora na novi lek za
fenilketonuriju kod pacijenata iz Srbije, pokazala je da bi vecina pacijenata iz Srbije

mogla da ima koristi od terapije sa BH4.

5.2. FUNKCIONALNA ANALIZA NOVE VARIJANTE U
KODIRAJUCEM REGIONU GENA PAH

Drugi deo ovog istrazivanja je za cilj imao funkcionalnu karakterizaciju

novootkrivene varijante u kodiraju¢em regionu gena PAH.
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Nukleotidna zamena c¢.676C>A (p.GIn226Lys) koja je identifikovana pri
molekularnoj karakterizaciji mutacija kod pacijenata sa PKU iz Srbije nije bila
zabeleZena ni u jednoj od tri koriS¢ene baze podataka. S obzirom da je re¢ o
potencijalnoj mutaciji koja dovodi do razvoja fenilketonurije, ova promena je najpre
podvrgnuta in silico analizi, a zatim i funkcionalnoj analizi, u cilju potvrde patoloskog

efekta.

5.2.1. IN SILICO ANALIZA p.GIn226Lys PAH

Budué¢i da je pri in silico analizi uputno koristiti nekoliko razlicitih
bioinformatickih softvera radi verodostojnosti rezultata, pri analizi p.GIn226Lys su
koriS¢ena 3 razli¢ita programa za predikciju efekta aminokiselinskih zamena, pri cemu
su rezultati sva tri nedvosmisleno ukazivali da je re¢ o patoloskoj mutaciji. I u slucaju
analize programom PolyPhen-2, kao i programom SIFT, odgovaraju¢i skor koji
odreduje verovatnocu teSke mutacije imao je najvisSu mogucu vrednost (1 za PolyPhen-2
1 0 za SIFT). Ova dva rezultata ukazala su da je promena p.GIn226Lys u genu PAH
najverovatnije mutacija koja dovodi do oboljenja, dok je koriS¢enjem programa
MutPred, osim $to je takode potvrdena verovatnoca teske mutacije sa visokim skorom
(0,899), ukazano i na najverovatniji mehanizam kojim dolazi do narusavanja funkcije.
Naime, MutPred pretpostavlja da zamenom glutamina u lizin, dolazi do metilacije na
mutiranom lizinu, 1 to sa velikom verovatnoCom (P=0,009). Osim toga, MutPred

predvida i ubikvitinaciju na ovom istom aminokiselinskom ostatku (P=0,0177).

U slucaju metilacije mutiranog lizina, lako je zakljuciti da dodatak velike metil-
grupe na protein doprinosi nestabilnosti, Sto moze da dovede do pogresnog savijanja
proteina i1 ubrzane degradacije. Osim toga, metilacija je jedna od Ccestih post-
translacionih modifikacija proteina koja ima regulatornu ulogu. Pokazano je da kod
nekih proteina metilacija pojedinih lizinskih ostataka vodi ka ubikvitinaciji i
poliubikvitinaciji drugih lizinskih ostataka u okviru istog proteina, Sto dalje vodi
proteolitickoj degradaciji na ovaj nacin obelezenog proteina (Hamamoto et al., 2015) Sa
druge strane, budu¢i da je MutPred sa visokom verovatno¢om predvideo 1 ubikvitinaciju
lizina na poziciji 226, moguce je da je i ovaj direktniji vid obelezavanja za degradaciju

moguéi uzrok narusavanja funkcije p.GIn226Lys. Dalje, poravnanje sekvenci pet
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odabranih ki¢menjackih vrsta koje je vrSeno uz pomo¢ Clustal Omega programa je
pokazalo da se kod svih na poziciji 226 nalazi upravo aminokiselina glutamin, $to je
ukazalo na evolutivhu ocuvanost ovog aminokiselinskog ostatka u proteinu PAH kod
vrsta koje su manje ili viSe evolutivno udaljene. Na evolutivhu ocuvanost ove
aminokiseline takode ukazuje i podatak da je na ovoj poziciji ve¢ detektovano prisustvo
dve razli¢ite mutacije za koje je pokazano da dovode do nastanka fenilketonurije,

p-GIn226His (c.678G>C) i p.GIn226* (c.676C>T) (www.biopku.org).

Kada se poredi proteinski model wt PAH sa p.GIn226Lys PAH, moZe se uo€iti
jo§ jedan mogu¢i mehanizam naruSavanja funkcije. Naime, u wt proteinu PAH,
glutamin na poziciji 226 formira tri vodonicne veze, sa Asp229, Val230 i Val 177, od
¢ega u formiranju veze sa Vall77 ucCestvuje glutaminski boc¢ni lanac (Slika 30).
Promena iz glutamina u lizin remeti vodoni¢nu vezu sa Vall77, §to moze da vodi ka
pogresnom savijanju i nestabilnosti proteina. Osim toga, u jednom od mogucih pozicija
lizinskog ostatka dolazi i do ,,sudaranja“ sa Argl76, Sto takode moze da vodi ka

nestabilnosti.

y
.
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]

j

7
\ |

Slika 30. Prikaz interakcija aminokiseline na poziciji 226 u humanom proteinu PAH: 1) wt
PAH sa glutaminom na poziciji 226; 2) p.GIn226Lys PAH. Varijantna aminokiselina je
prikazana narandZastom bojom, vodoni¢ne veze su predstavljene zelenim isprekidanim
crticama, dok je ,sudaranje* prikazano ljubicastim isprekidanim crticama. Proteinski
model je konstruisan uz pomo¢ Swiss-PdbViewer programa
(http://www.expasy.org/spdbv), koris¢enjem PDB §ifre 2PAH.pdb.
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Dakle, iako je mutirana aminokiselina sli¢nih fizickohemijskih osobina kao 1
nemutirana (obe su bazne), korisS¢enjem nekoliko bioinformatickih programa za
predikciju je pokazano da je najverovatnije re¢ o patoloskoj mutaciji, kao 1 da ¢e, usled
evolutivne o¢uvanosti pozicije 226 u humanom proteinu PAH, zamena glutamina na toj
poziciji verovatno dovesti do nastanka aberantnog proteina. Stoga je ova promena

podvrgnuta funkcionalnoj katakterizaciji.

5.2.2. IN VITRO FUNKCIONALNA KARAKTERIZACIJA p.GIn226Lys PAH
PROTEINA U EUKARIOTSKOM EKSPRESIONOM SISTEMU

Kada je mutirani p.GIn226Lys PAH-FLAG protein eksprimiran u in vitro
modelu (Hep 3B ¢elije), pokazano je da je koli¢ina mutiranog proteina izuzetno niska, i
iznosi svega oko 1,2% u odnosu na nemutirani wt PAH-FLAG. Ovakav rezultat
pokazuje da lizinski ostatak na poziciji 226 onemogucéava zauzimanje pravilne
konformacije proteina, kao i da dovodi do njegove ubrzane degradacije. Imajuc¢i na umu
rezultate iz analize MutPred programom, mogucée je pretpostaviti i da neka od
predvidenih post-translacionih modifikacija doprinosi maloj koli¢ini p.GIn226Lys PAH.
Bilo bi interesantno potvrditi rezultate ove predikcije, medutim, izuzetno male koli¢ine
eksprimiranog mutiranog proteina onemogucavaju takvu vrstu analiza. Takode, ovo je 1
glavna prepreka analizi nivoa aktivnosti p.Gln226Lys PAH — budu¢i da je nivo
eksprimiranog proteina gotovo zanemarljiv, nije bilo moguce analizirati enzimsku

rezidualnu aktivnost.

Imajuci u vidu da je p.GIn226Lys missense mutacija, bio je istrazen i eventualni
efekat novog leka (koji funkcionise kao farmakoloski Saperon) na ovaj mutirani protein.
U slucaju pozitivnog odgovora ove mutacije na BH4, protektivni stabilizuju¢i efekat na
strukturu PAH bi se ispoljio u vidu znacajno povecane koli¢ine mutiranog proteina,
usled sprecavanja proteoliticke degradacije (Perez et al., 2005). Medutim, koli¢ina
mutiranog p.GIn226Lys PAH-FLAG je bila samo neznatno povecana u slucaju
dodavanja sepiapterina, prekursora u putu unutarcelijske biosinteze BH4, Sto ukazuje da

ova mutacija ne odgovara na BH4.
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Mutacija p.GIn226Lys je prvi put detektovana u Srbiji kod odraslog neleCenog
pacijenta (p.GIn226Lys/p.GIn20*), koji je ispoljavao klinicku sliku klasicne
fenilketonurije, sa visokim nivoom fenilalnina u krvi i izrazenom mentalnom
retardacijom. Drugi pacijent (p.GIn226Lys/p.lle306Val) je otkriven na neonatalnom
skriningu, sa nivoom fenilalanina koji takode odgovara klasi¢noj PKU. U oba slucaja
korelacija genotipa 1 teSkog klinickog fenotipa pacijenata predstavlja jos jedan dokaz o

patoloskom efektu p.GIln226Lys mutacije na protein PAH.

S obzirom na izrazito malo povec¢anje koli¢ine mutiranog proteina pri dodavanju
sepiapterina, moze se zakljuciti da stabilizacioni uticaj BH4 ne bi imao fizioloski znacaj
u kontekstu terapije sa BH4. Medutim, radi dodatne potvrde, bilo bi uputno sprovesti

BH4 test opterecenja kod pacijenata koji imaju ovu mutaciju.

Na osnovu rezultata dobijenih u ovom istrazivanju, moze se zakljuciti da je
nukleotidna zamena c.676C>A koja dovodi do sinteze mutiranog p.GIn226Lys PAH
proteina zapravo patoloska mutacija koja dovodi do razvoja fenilketonurije, 1 kao takva
se moze uvrstiti u baze podataka. Osim toga, u okviru ove studije je pokazano i da ova

mutacija ne odgovara na BH4.

5.3. FUNKCIONALNA ANALIZA NOVIH TRANSKRIPCIONIH
REGULATORA U NEKODIRAJUCIM REGIONIMA GENA PAH

Tre¢i deo ovog istrazivanja je za cilj imao proucavanje novih transkripcionih
regulatora u okviru nekodirajucih regiona gena PAH. Imaju¢i na umu da nekodirajuci
regioni zapravo ¢ine najveéi deo gena PAH (preko 97%), kao i da je u dosadasnjim
istrazivanjima bio analiziran samo mali deo ovih regiona, posebna paznja je bila
posvecena identifikaciji novih regulatornih elemenata, koji, formiraju¢i gensko

okruzenje gena za PAH, mogu imati uticaja na njegovu finu regulaciju ekspresije.
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5.3.1. FUNKCIONALNA ANALIZA NOVIH TRANSKRIPCIONIH
REGULATORA U OKVIRU PROMOTORA GENA PAH

Najveci deo istrazivanja koja su imala za cilj analizu promotorskog regiona gena
PAH su sprovedena krajem proslog veka. Funkcionalna karakterizacija promotora gena
PAH je tom prilikom otkrila da je ekspresija regulisana velikim brojem razli¢itih
transkripcionih faktora (Konecki et al., 1992, Wang et al., 1994). Naime, u okviru
promotora gena PAH je identifikovano nekoliko regulatornih sekvenci, za koje se
vezuju raznovrsni transkripcioni faktori, kako opsti, tako 1 specifi¢ni za tkivo 1 fazu
razvi¢éa. Medutim, kada je u skorije vreme objavljena referentna sekvenca gena PAH
(GeneBank Accession#: AF404777), primeceno je da je pri karakterizaciji promotora
koriSéena sekvenca kojoj nedostaje citozinski nukleotid na poziciji -170. Buduéi da
ovakva kompletna sekvenca nikada nije dodatno analizirana, jedan od ciljeva ovog
istrazivanja je bila analiza 5' regiona gena PAH sa citozinom na poziciji -170, u skladu
sa aktuelnom referentnom sekvencom - wt sekvencom, koja je uocena i kod svih

pacijenata analiziranih u okviru ove studije.

Preliminarna in silico analiza kori§¢enjem Matlnspector programa je ukazala na
vezivanje transkripcionih faktora iz KLF familije za wt sekvencu, pri ¢emu je kao
jezgro vezivanja od strane ovog programa prepoznat upravo citozin na poziciji -170.
Funkcionalna analiza potencijalnog regulatornog elementa je pokazala da konstrukt
pBLCATS -170C koji nosi potencijalno vezujuée mesto, ima za 50% smanjen nivo
reporterske aktivnosti u odnosu na bazalni nivo aktivnosti plazmida pBLCATS.
Nasuprot tome, konstrukt bez vezuju¢eg mesta nije pokazao statisticki znacajnu razliku
u smanjenju nivoa reporterske aktivnosti pri poredenju sa pBLCATS. Ovi rezultati
pokazuju da je analizirano vezujuée mesto sa wt sekvencom neophodno za
transkripcionu aktivnost analiziranog regulatora. Upravo zbog toga ovo vezujuce mesto
nije okarakterisano u radu Koneckog i saradnika (Konecki et al., 1992), jer je koris¢enoj
sekvenci nedostajao citozin na -170, §to je onemogudilo identifikaciju ovog mesta.
Medutim, s obzirom na rezultate ekspresionog eseja, moze se zakljuciti da promotorski
region koji obuhvata sekvencu sa C na -170 ima ulogu regulatornog elementa koji ima
mogucnost smanjenja nivoa ekspresije gena, dakle ima ulogu transkripcionog utisivaca

(sajlensera).
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Dalje, u EMSA esejima je potvrdena interakcija promotorske sekvence (sa
citozinom na -170) sa transkripcionim faktorima iz hepatoma ¢elijske linije, dok je u
supersift eseju pokazano da tako formirani kompleks ukljucuje i KLF1 transkripcioni
faktor, ¢ime je potvrden rezultat in silico analize. KLF1 je presudni regulator funkcije
eritroidnih ¢elija 1 predstavlja prvog otkrivenog clana velike KLF familije
transkripcionih faktora (Miller and Bieker, 1993). KLFI1 je eksprimiran u
hematopoetskim tkivima kroz sve stadijume razvica, ukljucujuéi tako i fetalnu jetru kod
coveka, gde se hematopoeza odvija od Seste nedelje do petog meseca gestacije (Handin
et al., 2003; Southwood et al., 1996). Imaju¢i na umu da je ekspresija PAH u fetalnoj
jetri primec¢ena ve¢ u osmoj nedelji gestacije (Raiha, 1977), kao i1 da stoga u jednom
periodu razvi¢a koincidira sa ekspresijom KLF1 (StaviSe, ekspresija KLF1 unekoliko
prethodi ekspresiji PAH), moguce je pretpostaviti potencijalnu ulogu KLF1 u ranim

dogadajima koji vode ka uspesnom uspostavljanju pravilne ekspresije PAH u jetri.

Iako KLF1 najces¢e ima ulogu transkripcionog aktivatora (Bieker, 2005), u
literaturi su zabeleZeni i1 primeri njegove represorske funkcije (Chen and Bieker, 2001).
Izgleda da odredene post-translacione modifikacije (kao Sto je sumoilacija) vode ka
njegovoj represorskoj ulozi (Siatecka et al., 2007). Budu¢i da regulatorni element u
promotoru gena PAH identifikovan u ovoj studiji ima ulogu transkripcionog represora
pri vezivanju KLFI1, bilo bi interesantno analizirati post-translacione modifikacije u
ovom slucaju. Potrebna su dalja istrazivanja koja ¢e doprineti razumevanju uloge ovog

promotorskog elementa u regulaciji transkripcije gena PAH.

S obzirom na rezultate dobijene u okviru ove studije, deo PAH promotora sa
citozinom na poziciji -170, kao novi regulatorni element koji vezuje KLFI
transkripcioni faktor, moze da se uvrsti u niz regulatornih sekvenci za koje se vec
dvadesetak godina zna da funkcioniSu kao regulatorni elementi u okviru promotora gena

PAH.
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5.3.2. FUNKCIONALNA ANALIZA NOVIH TRANSKRIPCIONIH
REGULATORA U OKVIRU VNTR REGIONA U 3' KRAJU GENA PAH

Iako promotor predstavlja region koji ima presudnu ulogu u regulaciji ekspresije
gena na transkripcionom nivou, vrlo Cesto su za preciznu regulaciju transkripcije
neophodni 1 drugi regulatorni elementi. Ovi regulatorni elementi mogu da se nadu i u
drugim regionima gena, uzvodno ili nizvodno od kodiraju¢e sekvence (5' ili 3' regioni
gena), a mogu se naci i u intronima. Tako je u osmom intronu gena PAH nedavno
otkriven regulatorni element koji funkcioniSe kao pojacivac transkripcije (enhanser)
(Stojiljkovi¢ et al., 2010). S obzirom na to da se ovaj regulatorni element nalazi u okviru
bialelskog polimorfnog mesta, u ovoj studiji je paznja bila usmerena na jo$§ jedan
poznati polimorfni region gena PAH, multialelski VNTR region koji se nalazi u 3'

regionu gena (Goltsov et al., 1992).

Iako VNTR region gena PAH pokazuje potencijal za izuzetnu varijabilnost kako
po broju, tako i po arhitekturi pojedina¢nih ponovaka, samo ogranicen broj mogucih
kombinacija je do sada uocen u razli¢itim populacijama (Woo 1988; Goltsov et al.,
1992). Tako su u populaciji pacijenata sa PKU iz Srbije u okviru ove studije prime¢ena
tri razli¢ita alela: VNTR3, VNTR7 1 VNTRS, pri cemu je VNTR3 bio ubedljivo
najzastupljeniji. In silico analiza detektovanih ponovaka je ukazala na vezivanje istih
transkripcionih faktora za sva tri ispitivana tipa ponovaka, VNTR3, VNTR7 i VNTRS
(OCT-1, CDXA i C/EBP). Funkcionalna analiza je pokazala da sva tri tipa VNTR
ponovaka imaju za oko 60% smanjen nivo reporterske aktivnosti u odnosu na bazalni
nivo promotorske aktivnosti (pBLCATS plazmid). Ovim je pokazano da VNTR region,
nezavisno od tipa ponovka, ima ulogu u regulaciji transkripcione aktivnosti, tako da se
moze zaklju€iti da analizirani VNTR region ima funkciju transkripcionog utiSivaca

(sajlensera).

S obzirom da je funkcionalna analiza pokazala da izmedu razli¢itih ponovaka
nema razlike u intenzitetu transkripcije, ali da analizirani VNTR region ima ulogu u
transkripciji gena, dalje istraZivanje bilo je usmereno na VNTR3, kao najces¢i tip alela
kod pacijenata sa PKU iz Srbije. U EMSA esejima je pokazana interakcija sa

transkripcionim faktorima iz hepatoma Ccelijske linije, i to kako sa pojedinacnim
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ponovcima u okviru VNTR3, tako 1 sa kompletnom VNTR3 sekvencom. Medutim, u
superSift analizama je samo za kompletnu VNTR3 sekvencu pokazano da ova
specificna interakcija ukljucuje 1 C/EBP alpha transkripcioni faktor. Na ovaj nacin je
pokazano da je za vezivanje C/EBP alpha neophodno prisustvo kompletne strukture
VNTR3 tipa ponovaka. Uzimajuéi u obzir rezultate ekspresionih eseja, moze se
zakljuciti da VNTR3 region ima ulogu regulatornog elementa za koji se vezuje C/EBP
alpha transkripcioni faktor, pri ¢emu u ovoj interakciji C/EBP alpha funkcioniSe kao

transkripcioni represor.

C/EBP alpha je prvi otkriveni ¢lan Siroko rasprostranjene C/EBP familije
transkripcionih faktora (Friedman et al., 1989). Za C/EBP alpha protein je
karakteristi¢na visoka ekspresija u jetri, gde reguliSe ekspresiju mnogih hepati¢nih gena
kao $to su albumin, alfa-fetoprotein, transtiretin i alfa-antitripsin (Schrem, 2004;
Gerlach et al., 2014). C/EBP alpha funckioniSe predominantno kao aktivator, medutim,
postoje i primeri gde ima ulogu represora (Guzman et al., 2013). Stoga se moze
pretpostaviti da bi vezivanje C/EBP alpha za VNTR3 region koji ima funkciju

transkripcionog utiSiva¢a moglo da utice na finu regulaciju ekspresije gena PAH.

Za multialelske VNTR regione postoje literaturni podaci koji ukazuju na znacaj
ovakvih markera u regulaciji transkripcije razliitih gena (Zuki¢ et al., 2010; Brookes,
2013). Budu¢i da rezultati ove studije pokazuju da je za vezivanje C/EBP alpha
neophodna kompletna VNTR3 sekvenca, kao i da je in silico analiza predvidela da se
C/EBP alpha vezuje na spojevima pojedinaénih ponovaka, bilo bi interesantno
analizirati vezivanje ovog transkripcionog faktora za druge VNTR alele prisutne i u
drugim populacijama. Takode, bilo bi uputno analizirati VNTR region u zdravoj
populaciji iz Srbije da bi se utvrdilo da li dobijene ucestalosti razli¢itih alela odstupaju
od ucestalosti dobijenih za pacijente sa PKU iz Srbije. Ovakva studija bi mogla dodatno
da rasvetli mogucu ulogu koju ovaj regulatorni element ispoljava na ekspresiju gena

PAH.

Imajuci u vidu rezultate EMSA supershift eseja, uz rezultate ekspresionih eseja,
moze se zakljuciti da VNTR region predstavlja novi regulatorni element koji se nalazi u
3' kraju gena PAH. Osim toga, pokazano je i da VNTR3 alel vezuje C/EBP alpha

transkripcioni faktor, koji ima ulogu transkripcionog represora.
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Ovo istrazivanje se nastavlja na trend identifikacije dodatnih mesta regulacije
transkripcije u nekodiraju¢im regionima, konkretno promotorskom i 3' regionu gena
PAH, $§to upotpunjuje razumevanje fine regulacije PAH ekspresije 1 nastanak

kompleksnog fenotipa PKU.

5.4. ANALIZA VARIJANTI U POTENCIJALNIM GENIMA
MODIFIKATORIMA KOGNITIVNOG PKU FENOTIPA

Cetvrti i ujedno poslednji deo ovog istrazivanja je za cilj imao analizu
potencijalnih gena modifikatora kognitivnog PKU fenotipa. Ova analiza je bila
sprovedena koriS¢enjem dva razli¢ita metodoloska pristupa, gde je prvi podrazumevao
kovencionalne metode asocijativne studije gde je izucCavana povezanost jedne u
literaturi dobro opisane varijante 1 aspekta PKU fenotipa od interesa, u ovom slucaju
vrednosti 1Q. Drugi pristup je uklju¢ivao koriS¢enje nove i sofisticirane tehnologije koja
omogucava analizu velikog broj gena u jednom koraku. Upotrebom tehnologije
sekvenciranja nove generacije bilo je stoga moguce ukljuciti znatno manji broj
pacijenata, pri cemu su pacijenti bili pazljivo selektovani tako da ispoljavaju izuzetno
interesantan ekstrem Sirokog opsega PKU fenotipa, a to je normalan kognitivni razvoj

uprkos izloZenosti visokim koncentracijama fenilalanina u toku ¢itavog Zivota.

5.4.1. ANALIZA POVEZANOSTI VARIJANTE m.10398A>G U
MITOHONDRIJSKOM ND3 GENU SA KOGNITIVNIM FENOTIPOM
PACIJENATA SA PKU

U slucaju prvog metodoloskog pristupa, za geneticku asocijativnu studiju je bila
odabrana varijanta za koju literaturni podaci ukazuju na povezanost sa odredenim
aspektom PKU fenotipa (neurodegeneracijom). Budu¢i da sve veci broj podataka

ukazuje na to da fenilalanin i njegovi metaboliti uzrokuju nastanak oksidativnog stresa i
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na taj nac¢in dovode do neurodegeneracije, koja sa svoje strane uzrokuje kognitivni
deficit uocen kod pacijenata sa PKU (Kienzle Hagen et al., 2002; Sirtori et al., 2005;
Vargas et al., 2011. Ribas et al., 2011), paZznja je bila usmerena na m.10398A>G
varijantu u mitohondrijskom MT7-ND3 genu.

Imajuéi u vidu da je u kohorti analiziranih pacijenata sa PKU bio zastupljen
Sirok opseg kognitivnih fenotipova, od izrazene mentalne retardacije pa sve do
normalne inteligencije, pacijenti su svrstani u Cetiri grupe, pri ¢emu su koriS¢ena dva
kriterijuma: vreme uspostavljanja dijagnoze i sprovedenje dijete sa niskim sadrzajem
fenilalanina. S obzirom na populacionu specificnost ucestalosti m.10398 A>G (Torroni
et al., 1994), najpre je utvrdena razlika u distribuciji ucestalosti alela izmedu pacijenata i
ispitanika kontrolne grupe, gde je za obe grupe dobijena ista ucestalost m.10398A
(82%), §to je 1 razumljivo s obzirom na zajedni¢ko poreklo. Takode, alel m.10398A je

imao znatno vecu ucestalost u svakoj od Cetiri grupe pacijenata sa PKU.

Kada je analizirana povezanost izmedu vrednosti IQ pacijenata i prisustva
m.10398A ili m.10398G alela, u okviru grupe rano otkrivenih i dobro tretiranih
pacijenata nije pronadena statisticki znaCajna razlika u srednjoj vrednosti 1Q izmedu
nosilaca m.10398A 1 m.10398G. Takode, nije bilo razlike ni medu pacijentima koji su
imali niZe vrednosti IQ usled zakasnele dijagnoze, iako su pacijenti sa m.10398A imali
nesto nize vrednosti 1Q. Medutim, ve¢ na prvi pogled je moguée uociti da su grupe
pacijenata koje su dobijene ovakvom stratifikacijom nedovoljno velike za studije
geneticke asocijacije sa zadovoljavaju¢om statistickom moci. Kao $to je ve¢ naglaseno,
PKU je retka bolest, gde je pritom moguce razlikovati Citav spektar razli¢itih fenotipova
u zavisnosti od tezine klinicke slike i uticaja sredinskih faktora, kao Sto je ubedljivo
najbitniji — kontrola unosa fenilalanina u ishrani. Stoga bi za ovakav pristup istrazivanju
valjalo formirati znatno vece grupe, koje su Sto uniformnijeg fenotipa. Osim toga, bilo
bi uputno izbec¢i i1 inkonzistencije koje bi mogle da proisteknu iz genotipa, pa bi, u
slucaju dovoljno velike grupe pacijenata, osim postojecih sredinskih (dijeta i vreme
dijagnoze), u dalju stratifikaciju pacijenata bio ukljucen i najuticajniji geneticki faktor —
PAH genotip, gde bi idealne grupe ¢inili pacijenti koji su homozigotni ili hemizigotni za
pojedine ceste mutacije. Ovakvi podaci bi mogli da pruze uvid u kompleksnu

povezanost genotipa PAH, varijanti u mitohondrijskoj DNK i kognitivhom deficitu
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pacijenata sa PKU. Sa druge strane, ovi rezultati jo§ jednom podvlace vaznost
pravovremene dijagnoze i odgovarajuce terapije za postizanje normalnog intelektualnog

fenotipa pacijenata sa PKU.

Ovo je prva studija koja se bavila asocijacijom varijante m.10398A>G 1
kognitivnog fenotipa pacijenata sa PKU. Medutim, bilo bi poZeljno istraziti povezanost
u ve¢im grupama i drugim populacijama. Studije u ve¢im i fenotipski homogenijim
grupama bi mogle da razjasne eventualnu asocijaciju, da ukazu na neke druge
mitohondrijske gene modifikatore, kao 1 da doprinesu rasvetljavanju mehanizma
nastanka mentalne retardacije kod PKU, koji, s obzirom na veliki broj podataka iz

literature, verovatno ipak u odredenoj meri ukljucuje oksidativni stres.

5.4.2. IDENTIFIKACIJA NOVIH POTENCIJALNIH GENA MODIFIKATORA
PKU KOGNITIVNOG FENOTIPA

Drugi metodoloski pristup koris¢en u identifikaciji potencijalnih gena
modifikatora PKU kognitivnog fenotipa je podrazumevao analizu kompletne genomske
sekvence 10 nelecenih PKU pacijenata sa karakteristicnim kognitivnim fenotipom. Ovi
pacijenti su po genotipu i metaboliCkom fenotipu svrstani u klasi¢nu fenilketonuriju,
medutim, sasvim neocekivano su razvili normalan kognitivni fenotip. Primena
tehnologije sekvenciranja nove generacije na ovakav tip uzoraka ima velike prednosti.
Osim ¢injenice da su ovakvi slucajevi izuzetno retki u klini¢koj praksi (Ramus, 1999),
tako da bi bilo izuzetno teSko prikupiti odgovarajuéi broj pacijenata za standardnu
asocijativnu studiju, jo§ jedna od prednosti ovog pristupa je mogucénost otkrivanja
potpuno novih gena modifikatora. Dok se konvencionalne metode studija asocijacije
oslanjaju na ve¢ postojece podatke u literaturi, primena ovakve tehnologije moze da
ukaze na do tada neistrazenu funkciju poznatog gena, da rasvetli do tada malo poznati

mehanizam, ili ¢ak da otkrije postojanje potpuno novog gena.

U okviru ove studije je sekvencirano 10 pacijenata iz 6 porodica. Nakon
odgovaraju¢e preliminarne bioinformaticke obrade je kod analiziranih uzoraka
selektovano 598 razli¢itih gena sa ukupno 1984 detektovanih varijanti, koje su dalje

analizirane pretrazivanjem baza podataka (eng. “data mining”). Imaju¢i na umu
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slozenost biohemijskog puta fenilalanina u organizmu, postavljeno je pitanje, koje gene
uzeti u obzir pri analizi? Medutim, budu¢i da glavno obelezje klini¢ke slike nelecenog
pacijenta sa PKU predstavlja mentalna retardacija, kao i da upravo kognitivni PKU
fenotip belezi najvise inkonzistencija sa genotipom (Scriver and Waters, 1999), u panel
odabranih gena su uvrSteni geni sa odgovaraju¢om fizioloskom ulogom — prvenstveno
geni Ciji proteinski produkti su ukljuceni u funkcionisanje centralnog nervnog sistema.
Tako je od pocetnog broja ispitivanih gena kod analiziranih uzoraka selektovano
ukupno 72 gena - potencijalna modifikatora kognitivnog PKU fenotipa. Interesantno je
da ovom prilikom nisu detektovane varijante u dva gena koja kodiraju za subjedinice
transportera aminokiselina (LATI1 1 4F2hc), za koje su ranije studije ukazivale da bi
mogli biti potencijalni geni modifikatori PKU fenotipa (Bik-Multanowski and Pietrzyk,
2006). Nakon sledeceg koraka u analizi, prilikom koga su selektovani geni zajednicki za

viSe analiziranih porodica, izdvojila se SHANK familija gena, sa sva tri svoja ¢lana:

SHANKI1, SHANK?2 1 SHANKS3.

SHANK geni su u fokus interesovanja dosli kada je uoCena njihova uloga u
razli¢itim neuropsihijatrijskim poremecajima 1 intelektualnoj disfunkciji. Tako je
pokazano da delecije koje zahvataju SHANK3 u heterozigotnom stanju dovode do
nastanka autizma (Durand et al., 2007), a sli¢ni rezultati su nesto kasnije pokazani i za
SHANK] (Sato et al., 2012) i SHANK?2 (Berkel et al., 2010; State, 2010). Osim toga,
SHANK3 je dovoden u vezu i sa Sizofrenijjom (Gauthier et al., 2010) i bipolarnim
poremecajem, kao 1 kognitivnim deficitom (Vucurovic et al, 2012). Niz
neurofizioloskih disfunkcija sa kojima se ovi geni dovode u vezu raste iz dana u dan,
tako da je od nedavno u klinicku praksu uveden i termin ,,shankopathies* kojim se
oznacavaju poremecaji nastali usled promena u nekom od ovih gena (Wang et al.,

2014).

Clanovi proteinske familije SHANK se u mozgu nalaze u okviru postsinapti¢kih
membrana dendritskih spina ekscitatornih sinapsi gde predstavljaju tzv. ,,skele proteine
(eng. scaffold protein) (Naisbitt et al., 1999). Ovi multidomenski proteini se organizuju
u velike molekularne platforme u okviru postsinapticke gustine, strukture koja
koordiniSe dolazece signale i usmerava ih ka nizvodnim efektorima. SHANK proteini

ucestvuju u organizaciji sinapse i to putem povezivanja receptorskih proteina na samoj
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postsinaptickoj membrani sa aktinskim citoskeletom dendritske spine. Za SHANK
proteine je pokazano da posredno interaguju sa NMDA receptorskim kompleksom,
¢lanovima metabotropnih glutamatskih receptora, kao 1 proteinima pridruZenim
aktinskom citoskeletu, tako da se mogu smtrati kljuénim za pravilno funkcionisanje
glutamatergickih sinapsi (Boeckers et al., 2002; Guilmatre et al., 2014) (Slika 31). Osim
toga, pokazano je da SHANK proteini takode posreduju i u sazrevanju dendritskih spina
kod neurona, procesa koji je od izuzetne vaZnosti za plasticnost nervnog sistema

(Durand et al., 2007).

Presinapticki
neuron

B-NEUREXIN

Slika 31. Organizacija postsinapticke gustine sa SHANK proteinima kao centralnim
adapterskim molekulima. Preuzeto i modifikovano iz State, 2010.

Interesantno je da su upravo promene na dendritskim spinama i poremecaji u
funkcionisanju glutamatergi¢kih sinapsi primeéeni u animalnim modelima PKU
(Horster et al., 2006). Tako su studije na misjim 1 pacovskim primarnim kortikalnim
neuronima pokazale da povecana koncentracija fenilalanina uzrokuje poremecaj u

grananju dendritskih nastavaka (Horster et al., 2006), kao i smanjen broj dendritskih
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spina (Zhang et al., 2007). Sa druge strane, veliki broj studija je dokazao disfunkciju
glutamatergickih sinapsi pri povisenim koncentracijama fenilalanina (Yarotskyy et al.,
2005; Glushakov et al., 2005). Na mogu¢i mehanizam ovog poremecaja ukazuje otkrice
da fenilalanin, u koncentraciji koja odgovara onoj izmerenoj u mozgu pacijenata sa
klasicnom PKU, uzrokuje znacajno i selektivho smanjenje funkcije jonotropnih
glutamatskih receptora, i to smanjenjem struje NMDA receptora, budu¢i da deluje kao
njegov delimi¢ni agonist (Glushakov et al., 2002; Glushakov et al., 2003). Imaju¢i na
umu vazne uloge koje SHANK proteini imaju u funkcionisanju glutamatergickih
sinapsi, kao i njihovu interakciju sa NMDA receptorom, a osim toga i uticaj na rast
dendritskih spina, moze se naslutiti da su ovi proteini na neki nacin ukljuceni u
formiranje finalnog kognitivnog fenotipa kod pacijenata sa PKU. Stoga se moZe
pretpostaviti da bi postojanje varijanti sa protektivnim efektom u SHANK genima moglo
da ublazi razvoj kongitivnog deficita kod nelecenih pacijenata sa PKU koji su nosioci

ovakvih varijanti.

Varijante koje su detektovane kod analiziranih pacijenata sa PKU u okviru ove
studije su po tipu missense 1 jedna mala insercija. In silico analiza je ukazala da se u
skoro svim slu¢ajevima radi o benignim promenama. Promene u SHANK genima koje
dovode do nastanka neuropsihijatrijskih poremecaja i intelektualne disfunkcije su
uglavnom velike delecije koje ukidaju funkciju gena (Durand et al., 2007). Nasuprot
tome, za promene detektovane u okviru ove studije bi se moglo pretpostaviti da je re¢ o
varijantama koje mogu da dovedu do sinteze proteina ocuvane funkcije, ali donekle
izmenjenih osobina, tzv. gain of function varijantama. Analiza uz pomo¢ MutPred
programa za neke od njih predvida sticanje novih, ili gubitak postojeCih post-
translacionih modifikacija, kao $to su glikozilacija i1 fosforilacija. Imaju¢i u vidu da
post-translacione modifikacije mogu da dovedu do novih ili izmenjenih funkcija
proteina, moZze se pretpostaviti da SHANK proteini koji nose identifikovane varijante
mogu imati protektivni modifikatorski efekat na kognitivni razvoj pacijenata sa PKU.
Rezultate ove studije bi trebalo validirati kroz replikativnu studiju, koja bi ukljucivala
veci broj pacijenata, i to po moguéstvu iz razli¢itih populacija. Medutim, zahvaljujuci
uspesnoj primeni neonatalnog skrininga na PKU u vecini razvijenih zemalja, nelecenih
pacijenata ima vrlo malo, dok su neleCeni pacijenti sa normalnim kognitivnim razvojem

izuzetno retki. Ukoliko bi poteskoce u dizajniranju takve replikativne studije bile
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prevazidene, a rezultati validirani, kao slede¢i korak u rasvetljavanju protektivne uloge
detektovanih varijanti u SHANK genima na kognitivni deficit pacijenata sa PKU, trebalo

bi sprovesti dalje funkcionalne studije u odgovaraju¢im in vitro 1 in vivo sistemima.

Geni modifikatori predstavljaju interesantno, novo i jo§ uvek nedovoljno
prouceno polje istrazivanja. Na osnovu dosada$njih podataka iz literature je jasno da u
cilju potpunog razumevanja geneticke osnove jedne monogenske bolesti nije dovoljno
posmatrati samo jedan lokus. Naprotiv, treba usmeriti istrazivanja na identifikaciju Sto
veceg broja gena koji bi mogli da doprinesu kona¢nom ishodu bolesti. Preveden u
klini¢cku praksu, ovakav pristup ¢e, na osnovu dobijenih genetickih informacija,
omoguciti predvidanje fenotipa pacijenta sa velikom precizno$éu, kao i primenu
individualne terapije. Kada je re¢ o fenilketonuriji, neophodno je prouciti koji to sve
geni mogu imati uticaj na put fenilalanina u organizmu, od trenutka kada ude u
organizam, pa sve do njegovog prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru i oStecenja
neurona. Upoznavanje genetickih faktora koji mogu imati protektivni modifikatorski
efekat na kognitivni razvoj pacijenata sa PKU ¢e stoga imati zna¢aj ne samo za klinicku
praksu kroz razvoj nove strategije leCenja pacijenata sa PKU, ve¢ ¢e doprineti i
razotkrivanju velike nepoznanice u nauci, mehanizma kojim viSak fenilalanina dovodi

do oste¢enja mozga.
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IzvrSena je sveobuhvatna molekularnogeneticka molekularna karakterizacija
varijanti u genima uzro¢nicima kod 76 pacijenata sa HPA u Srbiji, pri ¢emu je u
genu PAH detektovano 29 poznatih i 1 nova mutacija (p.GIn226Lys). Najcesca
mutacija u populaciji pacijenata sa PKU iz Srbije je p.Leu48Ser sa ucestaloS¢u
od 31,33%, Sto je ujedno i najveca ucestalost koja je ikad prijavljena za ovu

mutaciju.

Optimizovana je MLPA metoda radi analize velikih delecija u genu PAH i tom
prilikom je kod jednog pacijenta detektovana delecija koja obuhvata ceo Sesti
egzon gena PAH (c.510-? 706+?del) u homozigotnom stanju. Ovo je prva

velika delecija u genu PAH detektovana u Srbiji, 1 to sa ucestalo$¢u od 1,33%.

Optimizovana je metoda za detekciju mutacija u genu PTS, zaduZenom za
biosintezu BH4, i tom prilikom je kod jednog pacijenta detektovana mutacija
p.-Aspl36Val, u homozigotnom stanju. Ovo je prvi slu¢aj BH4 deficijencije u
Srbiji, koji je identifikovan zahvaljuju¢i primeni molekularne genetike i
uvodenju metoda za detekciju mutacija u genu PTS. Ucestalost PTS deficijencije

u analiziranoj grupi HPA pacijenata iznosi 1,31%.

. U ovoj studiji postignut je nivo detekcije mutacija od ¢ak 99,34%. Na osnovu
kompletiranog spektra mutacija pacijenata sa HPA, konstruisan je odgovarajuéi
dijagnosticki algoritam za Srbiju, koji omogucava brzu, lakSu 1 pristupacniju
detekciju mutacija u genima uzro¢nicima HPA. Uz primenu ovog algoritma,
analizom samo 3 egzona (egzoni 2, 7 1 12) moguce je detektovati mutacije kod
63,33% pacijenata, dok se uz konsekutivnu analizu jo§ dva egzona (egzoni 6 1 9)

mutacije mogu detektovati kod 87,33% pacijenata.

IzvrSena je predikcija korisnosti novog leka BH4 u populaciji pacijenata sa PKU
iz Srbije. Utvrdeno je da ukupna ucestalost mutacija za koje je poznato da
odgovaraju na BH4 iznosi 56%, a s obzirom da je data procena i u odnosu na
genotip pacijenata, pokazano je da bi 32% pacijenata sa PKU iz Srbije
najverovatnije imalo koristi od primene terapije sa BH4, dok maksimalan

procenat pacijenata koji bi mogli imati koristi od ovog novog leka iznosi 79%.
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6. Uradena je funkcionalna analiza novootkrivene aminokiselinske zamene
p-GIn226Lys PAH, nastale usled nukleotidne zamene ¢.676C>A koja se nalazi u
kodiraju¢em regionu gena PAH. In silico analiza ove promene je ukazala da je
najverovatnije re¢ o patoloSkoj mutaciji, Sto je i potvrdeno funkcionalnom
analizom. U in vitro hepatoma sistemu je pokazano da koli¢ina mutiranog
p-GIn226Lys PAH-FLAG iznosi samo 1,2% u odnosu na nemutirani wt PAH-
FLAG, pri ¢emu dodavanje sepiapterina nije znacajno povecalo koli€inu
p.GIn226Lys PAH-FLAG. Imajuéi sve ovo u vidu, kao i tesku klinicku sliku
pacijenata kod kojih je mutacija detektovana, moze se zakljuciti da je
p-GIn226Lys patoloSka mutacija, koja pritom ne odgovara na suplementaciju sa

BH4.

7. lIzvrSena je funkcionalna analiza promotorskog regiona gena PAH. U
ekspresionim esejima je pokazano da deo promotora gena PAH koji sadrzi
citozin na poziciji -170 (koji odgovara wt sekvenci) funkcioni$e kao novi cis-
regulatorni element koji dovodi do smanjenja intenziteta transkripcije, dok je u
EMSA supershift esejima pokazano da ovaj regulatorni element vezuje KLF1

transkripcioni faktor.

8. IzvrSena je funkcionalna analiza VNTR regiona koji se nalazi u 3' kraju gena
PAH. U ekspresionim esejima je pokazano da VNTR region, nezavisno od tipa
ponovaka, predstavlja novi cis-regulatorni element, koji dovodi do smanjenja
intenziteta transkripcije. Osim toga, u EMSA supershift esejima je pokazano da
tip ponovka koji je najces¢i kod pacijenata sa PKU u Srbiji, VNTR3, vezuje
C/EBP alpha transkripcioni faktor.

9. Uradena je analiza povezanosti varijante m.10398 A>G u mitohondrijskom M7-
ND3 genu sa kognitivnim fenotipom pacijenata sa PKU. Najpre je primeéeno da
alel m.10398A, u odnosu na m.10398G, ima znatno vi$u ucestalost, kako u
kontrolnoj grupi, tako i u svim grupama pacijenata. Kada je potom analizirana
povezanost izmedu vrednosti IQ pacijenata i1 prisustva m.10398A, nije
pronadena statisticki znacajna razlika u srednjoj vrednosti 1Q izmedu nosilaca

m.10398A 1 m.10398G.
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ZAKUUCCI

10. Kompletna genomska sekvenca 10 neleCenih PKU pacijenata (iz 6 porodica) sa
normalnim kognitivnim razvojem je analizirana metodom sekvenciranja nove
generacije, pri ¢emu su se, nakon ekstenzivne bioinformaticke obrade, kao
potencijalni geni modifikatori PKU kognitivnog fenotipa izdvojili SHANK geni.
Kod 4 od 6 analiziranih porodica su u nekom od 3 SHANK gena (SHANKI,
SHANK? ili SHANK3) identifikovane varijante (ukupno 6 varijanti). Za SHANK
proteine koji nose identifikovane varijante je in silico analizom pokazano da
zadobijaju nove povoljne karakteristike, te mogu imati protektivni

modifikatorski efekat na kognitivni razvoj pacijenata sa PKU.
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MoTnucaHu-a Kpucten KnaacceH

6poj ynuca M3001/2010

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTOPCKa avcepTaumja nos Hacrnosom

YTuuaj BapmjaHtu y kogupajyhum n Hekoampajyhum permoHnma reHa y3apoyHuka u reHa

MogmndumkaTopa Ha deHoTMN NauujeHata ca xmnepdeHnnanaHMHeMmnjom

e pe3yntat CoONnCTBEHOr UCTpaKMBA4Kor paaa,

e [a NpeasioxeHa gucepTtaumja y UeNUHM HX y AenoBuma Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujatbe OWMNO Koje AuNIoMe NpeMa CTyAMjCKUM nporpaMmuma Apyrux
BMCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBeaeHU U

e [a HMCaM Kpwuo/na ayTopcka MpaBa M KOPUCTUO WHTENeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpagay, 16.03.2015.

( Vi ﬂik Y\:\;'J\,.«\ '}’{"‘f\




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUTaMMNaHe U eNNIeKTPOHCKe
Bep3nje [OKTOPCKOr paaa

Wme n npesnme aytopa Kpucten KnaacceH

Bpoj ynuca M3001/2010

Ctyavjckun nporpam MonekynapHa 6wuonoruja, moayn MofekynapHa ©owuonoruja
eykapuorta

Hacnos paga _YTuuaj BapujaHtn y koaupajyhum n Hekoaupajyhum permoHnma rexHa
Yy3pO4HMKa n reHa mMoaudmkaTopa Ha deHoTUn nauuvjeHata ca
xunepdeHnnanaHuHeMujom

MeHTop ap Maja Crojurbkosuh, ap Cowba MaBnosuh

MNoTnuncaHwm Kpucten KnaacceH

u3jaBrbyjemM fa je WTamnaHa Bep3uja MOr OOKTOPCKOr paja UCTOBETHa eneKTPOHCKO)
BEpP3MjU KOjy caM npegao/na 3a objaBrbuBawe Ha noprtany [OurutanHor
peno3utopujyma YHuBep3auteta y beorpaay.

[o3BorbaBaMm ga ce objaBe MOjM NMNYHM NogauM Be3aHu 3a gobujawe akagemcKor
3Bakba AOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy uMe 1 npesnme, roguHa n mecto pohewa un gatym
oanbpaHe paga.

OBn nuyHM nogaun Mory ce o06jaBUTM Ha MpPEXHUMM CTpaHuuama AurutanHe
6mbnnoTteke, y enNekKTpoOHCKOM KaTanory u y nybnmkauvjama YHusep3anteta y beorpagy.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 16.03.2015.

(il (Lot




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,CBetosap Mapkosuh® ga y OdurutanHm
penosnTopujym YHusepauteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy noj
HacnoBoM:

YTuuaj BapumjaHtu y kKogupajyhum n Hekoampajyhum permoHnma reHa y3poyHuka u reHa
MogmndumkaTopa Ha deHoTMN NauujeHata ca xmnepdeHnnanaHMHeEMUjomM

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

OucepTauunjy ca ceBum npunosvma npefao/na cam y enekTpoHckomMm dopmMmaTty norogHom
3a TpajHO apxMBMpaE.

Mojy OOKTOpCKY AncepTauujy noxpamweHy y [urutanHu penosmTopujyMm YHuBepauTeta
y beorpagy mory na Kopucte CBU KOju nNowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4ymo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUUjanHo
@AyTopCTBo — HekomepuwmjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjarHO — AENUTK Nog UCTUM yCnoBuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AennTh Nog UCTUM yCroBmma

(Monumo aa 3aoKpyXuTe camo jedHy Oof LecT MOHYheHuX nuueHuUM, KpaTtak onuc
NUuUeHumM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTtnuc aokropaHaa

Y Beorpaay, __16.03.2015.

okl Yaanion
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