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Amiotroficna lateralna skleroza (ALS) je neozdravljiva nevrodegenerativna
bolezen, ki moc¢no prizadene bolnika in njegove bliznje. Patologija bolezni ni
razumljena, jasno pa je, da gre za preplet mnogih mehanizmov, vkljucujo¢ genetiko
in epigenetiko. V nasi $tudiji smo kot bioloski material uporabili vzorce levkocitov
periferne krvi slovenskih bolnikov z ALS. V genih SOD1, TARDBP, FUS in
C90RF72 smo zaznavali nukleotidne spremembe in ugotovili dve mutaciji v genu
SODL1 (p.Vall4Met in p.Gly93Cys), ter dve sinonimni zamenjavi, eno v genu FUS
(p.Arg522Arg) in eno novo odkrito v genu TARDBP (p.Leu330Leu). V genu
C90RF72 smo pri 5-ih bolnikih ugotovili HREM. V skladu z drugimi Studijami je
gen C90ORF72 najpogostejsi genetski vzrok za bolezen tudi pri slovenskih bolnikih.
Na podrocju metilacije smo na podlagi rezultatov analize metilacijskega profiliranja
celotnega genoma na 4-ih vzorcih bolnikov izbrali 14 genov in jih nato validirali z
metodo MS-HRM ter potrdili s sekvenciranjem po Sangerju. Pri 8-ih genih smo
ugotovili metiliranost promotorja, pri ostalin 6-ih pa ne. Z metodo gPCR smo
preverjali izrazanje 10-ih izbranih miRNA. Odkrili smo zvisano izrazanje let-7b,
miR-132, miR-206- Zvisano se je izrazala tudi miR-638, njen gostiteljski gen
DNM2 pa je bil znizano izrazen. Ugotovili Smo znizano izrazanje miR-338 in
njenega gostiteljskega gena AATK ter metiliranost promotorja gena AATK. MiR-9
se je pri bolnikih razli¢no izrazala, njen gostiteljski gen C1ORF61 pa se v krvnih
celicah ne izraza. Pri intergenskih miR-663a z razli¢nim izrazanjem in miR-124a z
Znizanim izrazanjem smo z metodo MS-HRM ugotovili, da metiliranost
promotorjev ni vzrok za njuno znizano izrazanje. MiR-143 in miR-45a sta obe
pokazali znizano izrazanje, vendar v njunih promotorjih nismo nasli CpG otockov.
Ta raziskava predstavlja prvo tovrstno Studijo na podroc¢ju bolezni ALS v slovenski
populaciji.
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Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease which
greatly affects patients and their families. The disease pathology is uncertain, but it
is clear that there are many mechanisms involved in the disease process. Our study
was performed on leukocytes isolated from peripheral blood. Genetic analysis of
SOD1, TARDBP, FUS in C9ORF72 genes revealed mutations p.Vall4Met and
p.Gly93Cys in SOD1 gene and 2 synonymous substitutions, p.Arg522Arg in FUS
gene and a novel change p.Leu330Leu in TARDBP. Screening of CO9ORF72
revealed HREM in 5 patients. In concordance with other studies HREM is the most
common detected disease causing change. Methylation analysis was based on the
results of the whole genome methylation profiling performed on 4 samples. 14
genes were selected and the results were validated by MS-HRM and confirmed by
Sanger sequencing. Methylated promoters were detected in 8 genes, but the
promoters of 6 genes were unmethylated. In the field of miRNA, gPCR was used to
examine the expression of 10 miRNA. Increased expression of let-7b, miR-132 and
miR-206 was detected. Increased expression of miR-638 was also detected and its
host gene DNM2 was found to be downregulated. Reduced expression of miR-338
and its host gene AATK was found. Promoter of AATK gene was found to be
methylated. MiR-9 was differently expressed in ALS patients, but its host gene
C1ORF61 was not expressed in blood. Two intergenic miRNAs, miR-663a which
had variable expression across samples and miR-124a whose expression was
reduced, were analysed by MS-HRM. Results showed that methylation of their
promoters is not the cause for reduced expression. MiR-143 and miR-451a both
showed decreased expression, but no CpG islands were found in their promoters.
This is the first such study of ALS in the Slovenian population and therefore
represents a well needed contribution to knowledge in the field of ALS.
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SLOVARCEK

FALS: dedna oblika bolezni ALS (angl. familial ALS)
FTD: frontotemporalna demenca (angl. frontotemporal dementia)
HCP: promotorji z visoko gostoto CpG-jev (angl. High-CpG density promoter)

HREM: razsiritve heksanukleotidnih ponovitev v prvem intronu gena C9ORF72 (angl.
hexanucleotide repeat expansion)

ICP: promotorji s srednjo gostoto CpG-jev (angl. Intermediate-CpG density promoter)
LCP: promotorji z nizko gostoto CpG-jev (angl. Low-CpG density promoter)

MS-HRM: metilacijsko specifi¢na analiza talilne krivulje pri visoki lo¢ljivosti (angl.
methyl-specific high resolution melt)

RISC: kompleks, ki s pomoc¢jo RNA utisa izrazanje mRNA (angl. RNA-induced silencing
complex)

RP-PCR: Specificen protokol pomnoZevanja razsiritev heksanukleotidnih ponovitev v
genu C90ORF72 (angl. repeat-primed PCR)

gPCR, RT-PCR: kvantitativni PCR v realnem ¢asu (angl. real-time PCR)

SALS: sporadi¢na oblika bolezni ALS (angl. sporadic ALS)



Vrabec K. Genetske in epigenetske spremembe, povezane z amiotrofi¢no lateralno sklerozo v slovenski populaciji.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Uni. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

1 UVvOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Amiotroficna lateralna skleroza je nevrodegenerativna bolezen, ki moc¢no spremeni
kvaliteto zivljenja bolniku in njegovim bliznjim ter zaenkrat Se vedno spada med
neozdravljive bolezni. Njena patologija ni povsem jasna, prav tako so vzroki za njen pojav
pri ve€ini primerov nepojasnjeni. Na pojav bolezni vplivajo genetski in tudi okoljski
dejavniki, kot kaze pa pomembno vlogo igra tudi epigenetika (v veliki meri metilacija in
miRNA). Z boleznijo so od odkritja prve mutacije v genu SOD1 leta 1993 (Rosen, 1993)
povezali ze mnogo razli¢nih genov. Nekateri med njimi spadajo med vzro¢ne gene,
medtem ko so v vecini genov odkrili le kak§no spremembo in jih zato uvrs¢éamo med t.i.
kandidatne gene. Poleg mutacij v genu SOD1 med najpogostejSe dokazane genetske vzroke
za bolezen ALS spadajo $e mutacije v genih TARDBP, FUS in C9ORF72, vendar pa tudi
spremembe v teh genih razlozijo le par odstotkov bolezni in Se to vecinoma dedne oblike.
Raziskovalci so bili po letih $tudija na pretezno genetskem podrocju in relativno majhnem
odstotku razlozenih primerov bolnikov ALS primorani razsiriti podrocja raziskav. Usmerili
so se predvsem na epigenetiko. Epigenetika na nek nacin predstavlja povezavo med
genetiko in okoljskimi dejavniki, saj je epigenom edinstven za vsako celico in se tudi
spreminja tekom Zivljenja. Med epigenetske mehanizme spadajo metilacija DNA,
modifikacije histonov, prerazporeditev kromatina, RNA editing in nekodirajoée RNA,
vklju¢no z miRNA.

Podrocje, ki ga pokrivajo raziskave in ga Se bodo v prihodnosti, je izredno Siroko in kot
tako bo verjetno zahtevalo Se nekaj Casa, preden bo mogoce sestaviti celotno sliko, ki bo
lahko razlozila tako vzroke bolezni, kot njen potek in seveda mehanizme, ki privedejo v
bolezen. Razvoj ucCinkovitega zdravila bo takrat logicna posledica vsega nakopicenega
znanja, sestavljenega v celoto.

1.2 NAMEN RAZISKAVE

Namen prvega dela doktorske naloge je bil ugotoviti in opredeliti spremembe v genetskem
zapisu bolnikov s klini¢no diagnosticirano boleznijo amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS)
v slovenski populaciji. Omejili smo se na gene SOD1, TARDBP, FUS in C90RF72, ki so
najpogostejsi genetski vzrok tako za dedno kot za sporadi¢no obliko bolezni.

V drugem delu nas je zanimalo podroc¢je metilacije, ki spada med pomembne epigenetske
mehanizme uravnavanja izrazanja genov. Raziskav smo se lotili z namenom, da odkrijemo
morebitne spremembe v metilacijskem statusu promotorjev nekaterih izbranih genov pri
bolnikih z ALS.
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Zadnji del doktorske naloge smo posvetili miIRNA, saj je regulacija izrazanja genov preko
miRNA eden izmed najbolj pomembnih mehanizmov posttranskripcijske regulacije.
Namen naloge je bil preveriti izraZzanje nekaterih miRNA, ki so Ze znane kot udelezene v
procesu bolezni ALS, v krvi bolnikov z ALS. Zeleli smo tudi preveriti, ali je zmanj$ano
izrazanje miRNA posledica metiliranosti promotorja te MIRNA ali pa metiliranosti
promotorja gostiteljskega gena te miRNA.

1.3 RAZISKOVALNE HIPOTEZE

V okviru doktorske naloge smo postavili naslednje hipoteze:

- pogostost in razporeditev mutacij v genih SOD1, FUS, TARDBP in C9ORF72 se
pri slovenskih bolnikih z ALS ne bo bistveno razlikovala od drugih evropskih
populacij. Odkrili pa bomo kak$no novo spremembo, ki bo znacilna za slovensko
populacijo;

- odkrili bomo spremenjen metilacijski status nekaterih preiskovanih genov;

- odkrili bomo spremenjeno izrazanje nekaterth miRNA, ki so vkljuéene v
molekularne procese, povezane s propadanjem nevronov. Znizano izrazanje bo
posledica povecane metilacije promotorja gostiteljskega gena intragenske miRNA
ali promotorja intergenske miRNA.
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2 PREGLED OBJAV

Amiotrofi¢no lateralno sklerozo (ALS), ki je poznana tudi kot Lou Gehrigova bolezen, je
prvi opisal Charcot leta 1869. Gre za kompleksno nevrodegenerativno bolezen, za katero je
znaCilno propadanje zgornjih motori¢nih nevronov v cerebralnem korteksu in spodnjih
motori¢nih nevronov v mozganskem deblu in hrbtenjaci (Slika 1). Klini¢no in genetsko
spada med heterogene bolezni (Bocci in sod., 2011), ki je zaenkrat neozdravljiva.
Najpogosteje se pojavi v odrasli dobi okoli 60. leta starosti z znacilnimi simptomi, Kot so
misi¢na Sibkost, atrofija miSic in kasneje miSi¢na paraliza, ki privede do smrti zaradi
dihalne nezadostnosti v 2-5 letih po pojavu prvih simptomov (Rowland in Shneider, 2001).
Ti se pri priblizno 2/3 bolnikov najprej pojavijo v miSicah zgornjih in spodnjih okoncin
(spinalna oblika bolezni), pri 1/3 bolnikov pa v miSicah, ki jih potrebujemo za govor in
poziranje sline (bulbarna oblika bolezni) (Wijesekera in Leigh, 2009). Pri priblizno 10 %
bolnikov se bolezen zacne pred 45. letom in pri okoli 1 % bolnikov Ze pred 25. letom
starosti. Spada med redke bolezni z incidenco 2,16 novih primerov na 100.000 ljudi na leto
(Logroscino in sod., 2010). Prevalenca pa je nekje med 5 in 6 ljudi na 100.000 prebivalcev

(Chio in sod., 2013).
)
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Slika 1: Primerjava zdravega Zivénega nevrona z obolelim (University of Chicago Medicine, 2015). Zdrav
zivéni nevron zagotavlja ustrezen signal do taréne miSice, medtem ko pri obolelem prihaja do propadanja
zivénih vlaken, kar miSici ne zagotavlja zadostnih Zivénih signalov in vodi v njeno propadanje.

Figure 1: Healthy neuron compared to diseased one (University of Chicago Medicine, 2015). Healthy nerve
fiber provides signal to target muscle whereas the diseased one lacks its proper function which leads to
muscle wasting.
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2.1 GENETSKI DEJAVNIKI

ALS je pretezno sporadi¢na bolezen (angl. sporadic ALS, SALS), pri priblizno 10 %
bolnikov pa se pojavlja dedna oblika (angl. familial ALS, FALS). Ceprav ni konénega
kriterija za dedno obliko bolezni, je sprejet splosni dogovor, da prisotnost bolezni pri dveh
sorodnikih prvega ali drugega reda predstavlja druzinsko obliko bolezni (Leblond in sod.,
2014).

Ideja, da so v nastanek ALS vkljuceni genetski dejavniki, je prvi¢ vzniknila v letih 1850,
ko so porocali o Stevilnih druzinah, v katerih je zbolelo ve¢ sorodnikov (Strong in sod.,
1991). V studijah, ki so vkljuc¢evale blizu dvesto parov dvojckov, od katerih je bil v paru
vsaj en bolnik z ALS, so ocenili prispevek dednosti na okoli 76 %, kadar so upostevali pare
dvoj¢kov iz sporadi¢nih in druzinskih primerov skupaj, in na okoli 61 %, kadar so
upostevali le sporadi¢ne primere. Ta najdenja nakazujejo, da tako pri druzinski obliki
(FALS), kakor tudi pri sporadi¢ni obliki (SALS), na nastanek bolezni kljucno vpliva
genetski dejavnik (Aaltonen in sod., 1993). Stevilne dedne oblike ALS imajo klasi¢en
nacin dedovanja po Mendlu, ve¢inoma na avtosomno dominanten nacin z visoko stopnjo
penetrance, Ceprav so opisani tudi primeri recesivnega in na X-kromosom vezanega
dedovanja (Deng in sod., 2011). S pomoc¢jo metodologije genetske vezave je mogoce pri
druZinskih oblikah bolezni ugotoviti genetske lokuse, ki se dedujejo v povezavi S to
boleznijo. Na ta nacin je bil leta 1989 odkrit prvi genetski lokus na kromosomu 21 (ALS1),
Ki je povezan z dominantno druzinsko obliko ALS (Siddique in sod., 1989). V tem lokusu
so kasneje identificirali gen SOD1 in $tevilne mutacije v njem v povezavi z ALS (Rosen,
1993). Ker z genom SOD1 mnogih primerov ALS niso mogli razloziti, so sledile Stevilne
raziskave z razliénimi genetskimi pristopi za identifikacijo novih genov in mutacij,
povezanih z ALS. Z boleznijo ALS je povezanih mnogo razlicnih genov, trenutno je v
splo$no dostopni bazi ALSoD (2015) opisanih ze 657 mutacij v 126 genih, vendar je bila
velika veCina teh genov povezana z boleznijo v posameznih primerih, zato jih zaenkrat
lahko uvrS¢amo le med kandidatne gene, za katere bo morebitno potrditev potrebno
pokazati z dodatnimi $tudijami. Na drugi strani pa spremembe v genih SOD1 (Rosen,
1993), FUS (Kwiatkowski in sod., 2009; Vance in sod., 2009), TARDBP (Kabashi in sod.,
2008; Sreedharan in sod., 2008; Van Deerlin in sod., 2008) in C9ORF72 (Delesus-
Hernandez in sod., 2011; Renton in sod., 2011) predstavljajo visoko stopnjo tveganja za
nastanek ALS, kar potrjujejo Stevilne Studije. Te Stiri gene bomo v nadaljevanju tudi
podrobneje predstavili. Drugi, redkeje udelezeni geni, med katerimi so nekatere povezali
tudi z drugimi nevrodegenerativnimi boleznimi, pa so Se geni OPTN (Maruyama in sod.,
2010), VCP (Johnson in sod., 2010; DeJesus-Hernandez in sod., 2011; Koppers in sod.,
2013), SQSTM1 (Fecto in sod., 2011), FIG4 (Chow in sod., 2009), ATXN2 (Elden in sod.,
2010), DAO (Mitchell in sod., 2010), SPG11 (Orlacchio in sod., 2010), PFN1 (Wu in sod.,
2012), VAPB (Nishimura in sod., 2004), ALS2 (Yang in sod., 2001), SETX (Chen in sod.,
2004) in ANG (Greenway in sod., 2006). Pri dednih oblikah je pri priblizno dveh tretjinah
bolnikov mutacija, ki je vzrok za bolezen, odkrita; pri sporadi¢nih oblikah pa le pri okoli
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11 % bolnikov (Andersen in Al-Chalabi, 2011; Renton in sod., 2014), kar je razvidno tudi
iz slike 2. Sporadi¢ne oblike morda povzro¢ajo mutacije z nizjimi penetrancami, de novo
nastale mutacije, razne genske variacije in epigenetski dogodki (Tsuji, 2013). Klini¢no se
sporadi¢na in dedna oblika ne lo¢ita, vendar pa se v primerjavi s sporadi¢no dedna oblika
bolezni pojavi v zgodnejsi dobi zivljenja (Li in sod., 1988), priblizno desetletje pred
sporadi¢no (Wijesekera in Leigh, 2009), in traja dalj ¢asa, Zenske in moski pa zbolevajo
enako pogosto (Li in sod., 1988; Strong in sod., 1991). Do 20 % vseh bolnikov z ALS ima
hkrati tudi simptome frontotemporalne demence (angl. frontotemporal dementia, FTD),
kjer prihaja do propadanja nevronov v frontotemporalnih regijah mozganov (Liscic in sod.,
2008). Zanimivo je bilo odkritje, da so lahko nekateri za ALS znacilni geni odgovorni za
kombinacijo ALS-FTD (Byrne in sod., 2011). Taksna sta gena UBQLN2 (Deng in sod.,
2011) in C90ORF72 (DelJesus-Hernandez in sod., 2011; Renton in sod., 2011). Odkritje
vpletenosti slednjega je leta 2011 predstavljalo novo prelomnico v raziskovalnih odkritjih,
saj spada, z ozirom na dosedanja spoznanja, med najpogostejSe genetske vzroke za razvoj
bolezni. Dodatno je tudi utrdilo domneve, da patogeneza ALS poteka po ve¢ razlicnih
genetskih in molekularnih poteh (Rothstein, 2009).

Odstotek primerov ALS, razloZenih z mutacijo
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Slika 2: Casovnica odkrivanja genov pri dedni (FALS) in sporadi¢ni (SALS) obliki ALS (levo). Odstotek
znanih genov pri obeh oblikah bolezni v Evropi (desno) (Renton in sod., 2014).

Figure 2: Timeline of gene discoveries in familial (FALS) and sporadic (SALS) ALS (left). Values represent
the proportion of ALS explained by each gene in populations of European ancestry (right) (Renton et al.,
2014).

2.1.1 SOD1, prvi z ALS povezan gen

Identifikacija gena SOD1 kot prvega z ALS povezanega gena je pred dobrimi dvajsetimi
leti sprozila vpogled v razumevanje ALS patogeneze (Rosen, 1993). Od takrat je bilo v tem
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genu najdenih ve¢ kot 170 razlicnih mutacij, vendar pa dokazi o njihovi patogenosti
obstajajo za le nekaj od njih (Andersen, 2006). Populacijske Studije kazejo, da so mutacije
v tem genu vzrok za priblizno 20 % dednih oblik in 3 % sporadi¢nih primerov ALS
(Colombrita in sod., 2011) in so prisotne v vseh 5-ih eksonih gena (Ticozzi in sod., 2011).
Protein SOD1 je konstituitivno in ubikvitarno izrazen v vseh celicah (Felbecker in sod.,
2010). Gre za moc¢no ohranjen citoplazemski protein, ki kodira Cu/Zn superoksid
dismutazo (Ticozzi in sod., 2011). Mutacije v genu SOD1 lahko povzrocijo poskodbe
nevronov zaradi akumulacije toksi¢nih produktov, kar privede do hitre celi¢ne smrti (Bocci
in sod., 2011), obenem pa zmanjSana aktivnost tega encima zaradi mutacije ni vzrok za
patologijo bolezni (Prudencio in sod., 2009). Fenotipska heterogenost je velika, mutacija
D90A je recesivna in bolniki, ki so homozigoti za to mutacijo, so manj prizadeti, preZivetje
obi¢ajno preseze 10 let (Andersen in sod., 1996). Na drugi strani pa je mutacija A4V
povezana z dominantno, agresivno potekajoc¢o boleznijo, ki se konéa s smrtjo ze v 1 letu
(Cudkowicz in sod., 1997). Kognitivna prizadetost je redka, Ceprav se lahko pojavi v
poznih stadijih bolezni (Turner in sod., 2005). Patologija bolezni ALS, ki jo povzroéijo
mutacije v genu SODL1, je druga¢na od vseh ostalih tipov bolezni v tem, da ni prisotne
TDP-43 in/ali FUS patologije (Mackenzie in sod., 2007).

2.1.2 Odkritje genov TARDBP in FUS kazZe na vpletenost okvarjenega procesiranja
RNA pri propadanju motori¢nih nevronov

Gen TARDBP kodira pretezno jedrni ribonukleoprotein TDP-43, ki uravnava transkripcijo,
alternativno izrezovanje in stabilnost RNA (Sreedharan in sod., 2008). Pomembno vlogo
ima pri miRNA procesiranju in miRNA biogenezi (Ling in sod., 2010). Izraza se v vseh
celicah in se lahko veze na DNA ali RNA (Sreedharan in sod., 2008). Zmanjsanje koli¢ine
proteina TDP-43 spremeni nivo ve¢ kot 600 mRNA, med njimi tudi drugih z ALS
povezanih genov, kot sta FUS in progranulin ter $tevilnih drugih genov, vkljucenih v
prenos signalov, vnetne procese in celiéni obrambni sistem (Polymenidou in sod., 2011).
Leta 2006 so ugotovili, da se protein TDP-43 pri bolnikih prenese iz jedra v citoplazmo in
je glavna komponenta ubikvitiniranih proteinskih agregatov, ki nastajajo v citoplazmi
propadajocih motori¢nih nevronov tako pri ALS, kot tudi pri FTD (Neumann in sod.,
2006). lzguba normalne jedrne funkcije, ki je povezana z metabolizmom RNA, ali
pridobitev toksi¢ne funkcije, ki je povezana z motnjami stresnih zrnc, agregacijo in
akumulacijo v citoplazmi, sta le dva izmed moZznih mehanizmov, ki lahko privedeta do
bolezni (Buratti in Baralle, 2009). To so bili hkrati tudi kljuéni dokazi, da sta ALS in FTD,
ki sta sicer dokaj razli¢ni bolezni, del kontinuiranega spektra bolezni, ne pa dve popolnoma
loceni stanji, kar je nadalje neposredno vodilo tudi k odkritju mutacij v genu TARDBP pri
dednih oblikah ALS in tudi v druzinah s FTD (Sreedharan in sod., 2008; Chio in sod.,
2010). Mutacije v genu TARDBP so odgovorne za priblizno 4 % dedne oblike ALS in
manjsi odstotek sporadi¢nih primerov (Chio in sod., 2012). Vecina najdenih mutacij se
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nahaja v eksonu 6, ki kodira mo¢no ohranjeno C-terminalno regijo (Rutherford in sod.,
2008), vkljuceno v vezavo ribonukleoproteinov in izrezovanje RNA (Buratti in Baralle,
2009). Bolniki z dedno obliko bolezni in z mutacijami v genu TARDBP kazejo klasi¢en
fenotip bolezni ALS, vendar se bolezen rada pojavi prej in pogosteje s simptomi v zgornjih
okoncinah, trajanje bolezni pa je daljSe kot pri sporadi¢ni obliki ALS (Wang in sod., 2004).

Pred nekaj leti so bile kot vzrok za dedno obliko ALS odkrite S mutacije v genu FUS
(Kwiatkowski in sod., 2009; Vance in sod., 2009). Ceprav spremembe v omenjenem genu
predstavljajo vzrok le pri 4 % bolnikov z dedno obliko bolezni in manj kot 1 % pri
bolnikih s sporadi¢no obliko (Lai in sod., 2011), pa je vloga tega proteina pomembna Ze
zato, ker ima strukturne in funkcionalne podobnosti s proteinom TDP-43. FUS je
ubikvitarno izrazen pretezno jedrni protein, ki je vpleten v popravljanje DNA, uravnavanje
transkripcije, RNA izrezovanje in eksport v citoplazmo. Vlogo ima tudi pri procesiranju
RNA in miRNA, pri prenosu mRNA in podobno kot TDP-43, pri dinamiki stresnih zrnc
(Lagier-Tourenne in Cleveland, 2009). Vecina bolnikov z mutacijami v genu FUS kaze
klasi¢en potek bolezni brez kognitivne prizadetosti, vendar pa so klini¢na opazanja teh
bolnikov precej razli¢na celo med tistimi, ki imajo enako mutacijo (Yan in sod., 2010;
Hara in sod., 2012). Mutacije v genu FUS se prav tako kot pri TARDBP ve¢inoma nahajajo
v C-terminalnem delu, ki kodira RNA-vezavno domeno. Mutacije prepreijo vstop
proteina FUS v jedro ter spodbudijo tvorbo netopnih agregatov v citoplazmi prizadetih
nevronov (Vance in sod., 2009). Znacilna naj bi bila odsotnost agregatov ubikvitina in
TDP-43 (Kwiatkowski in sod., 2009; Vance in sod., 2009), vendar pa so novejse raziskave
pokazale, da je tudi FUS lahko kolokaliziran s TDP-43 (Deng in sod., 2010; Keller in sod.,
2012). Agregacija netopnih proteinskih agregatov v citoplazmi nevronskih celic in
spremenjen RNA metabolizem sta ocitno skupna patogena mehanizma, vpletena pri ALS
in morda tudi pri drugih nevrodegenerativnih boleznih (Kwiatkowski in sod., 2009; Vance
in sod., 2009; Colombrita in sod., 2011).

2.1.3 C90RFT72, prelomnica v raziskavah na podrocju ALS

Pri razumevanju bolezni ALS in njenih vzrokov je izrednega pomena odkritje vpletenosti
gena CO9ORF72 v letu 2011. V prvem intronu gena imajo zdravi posamezniki prisotnih
nekaj heksanukleotidnih ponovitev GGGGCC, medtem ko imajo bolniki z ALS lahko
prisotnih ve¢ sto taksnih ponovitev (DelJesus-Hernandez in sod., 2011; Renton in sod.,
2011) Omenjena razsiritev (angl. hexanucleotide repeat expansion mutation, HREM) je
vzrok za bolezen pri priblizno 5-6 % bolnikov s sporadi¢no obliko bolezni in pri kar 40 %
bolnikov z dedno obliko, kar pomeni, da je ta mutacija najpogostejsi vzrok za bolezen tako
pri dednih kot tudi pri sporadi¢nih primerih (DeJesus-Hernandez in sod., 2011; Majounie
in sod., 2012). Omenjena sprememba ni penetrantna pri osebah, mlajsih od 35 let, kasneje
pa penetranca naraste na 50 % pri 58. letih za moske in pri 63. letih za Zenske. Popolna
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penetranca se kaze pri osebah, starej$ih od 86 let z redkimi izjemami (Williams in sod.,
2013).

Vecina ALS bolnikov z mutacijo v C9ORF72 se klini¢no razlikuje od ostalih oblik.
Pogostejsi je bulbarni zacetek bolezni (40 %) kot pri ostalih (25 %); kognitivne tezave,
predvsem frontotemporalna demenca (FTD), se pojavijo pri skoraj polovici bolnikov (pri
ostalih oblikah v 10 %) (Byrne in sod., 2012; Chio in sod., 2012), lahko pa izrazajo tudi
parkinsonizem ali druge psihiatri¢ne simptome, kot so psihoze in nagnjenost k samomoru
(Byrne in sod., 2012; Floris in sod., 2012).

Ve¢ Studij v zadnjem casu poroca tudi o odkritju mutacij v ve¢ kot enem z ALS
povezanem genu pri bolnikih z ALS. Ponavadi gre za ekspanzijo ponovitev v genu
CI90RF72 in Se eno mutacijo v enem izmed naslednjih genov: GRN, ANG, DAO, MAPT,
TARDBP, OPTN, UBQLN2, VAPB, SOD1 ali FUS. Poleg mutacije v genu ANG pa so
odkrili tudi mutacijo v genu SOD1, FUS ali TARDBP. Ti izsledki nakazujejo na morebitni
oligogenski model razvoja bolezni ALS, po katerem so za nastanek bolezni potrebne
mutacije v dveh ali ve¢ genih hkrati. Vendar obstaja tudi ve¢ drugih moznih predpostavk,
namre¢ da ena od mutacij ni patogena, ali da je ena od mutacij primarna, druga mutacija pa
le vpliva na zacetek pojava bolezni, njene simptome in napredovanje, ali pa celo, da med
mutacijami ni nobene medsebojne genetske interakcije (Leblond in sod., 2014). Za
potrditev oligogenskega modela v povezavi z ALS bo potrebno narediti obSirne Studije po
celotnem genomu na velikem Stevilu bolnikov (Renton in sod., 2014).

V uporabi zdravila za bolezen zaenkrat $e ni, obstaja le podporna terapija v obliki laj$anja
simptomov. Studije na podro&ju genetike naj bi pripomogle k razumevanju patogeneze
bolezni ALS in obenem utirale pot do bolj natan¢ne prognoze in zdravljenja, ali pa bi vsaj
izboljSale kvaliteto Zivljenja. Vendar pa kljub intenzivnim raziskavam bolezni ALS vecina
predvsem sporadi¢nih primerov ostaja nepojasnjena. Raziskave so se zato morale razsiriti
tudi na druga podrocja. Upanje vzbuja predvsem Siroko podrocje, ki ga zajema
epigenetika, saj z napredovanjem raziskav na tem podro¢ju postaja jasno, da je pojav
bolezni ALS povezan tudi s kompleksnimi spremembami na podroc¢ju nekodirajo¢ih RNA,
ki imajo pomembno vlogo pri uravnavanju izrazanja genov (Strong, 2010).

2.2 EPIGENETIKA

Epigenetski mehanizmi zajemajo spremembe v izraZzanju genov, ki so sicer lahko dedne,
vendar pa genetski zapis DNA ostaja nespremenjen. Vkljucujejo spremenjeno biogenezo in
funkcijo miRNA, metilacijo DNA, modifikacije histonov in prerazporeditve kromatina in
RNA editing. Ti procesi so tekom Zivljenja nujni, saj skupaj uravnavajo izrazanje genoma
in skrbijo za celicno homeostazo tako, da se odzivajo na spremembe v okolju (Qureshi in
Mehler, 2013; Staszewski in Prinz, 2014). Epigenetika je torej mehanizem, preko katerega
okoljski dejavniki lahko vplivajo na izrazanje genov. Glavna znacilnost epigenoma je, da
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ima vsaka celica svoj lasten epigenom, ki se s ¢asom spreminja. Porusenje ustreznega
uravnavanja epigenetskih mehanizmov je tako lahko posledica dolgotrajnega vpliva okolja,
kar lahko pripomore k bolezni ALS. Predvidevajo, da lahko pride tudi do akumulacije
epigenetskih vzorcev tekom Zivljenja, kar se izrazi kot bolezen (Paez-Colasante in sod.,
2015).

2.2.1 Regulacija uravnavanja izrazanja genov preko mehanizma metilacije DNA

Metilacija DNA je pomemben epigenetski mehanizem, ki vpliva na prepisovanje DNA in
tako zmanjSa ali celo prepre¢i izrazanje gena (Urdinguio in sod., 2009). Sam proces
metilacije poteka po transkripciji z encimom DNA-metiltransferazo, ki katalizira dodajanje
metilne skupine na citozinske ostanke, kar vodi v nastanek 5-metilcitozina (5mC)
(Chestnut in sod., 2011). Ta mehanizem spremeni dostopnost kromatina za transkripcijski
faktor in tako vpliva na stopnjo izrazanja gena (Choy in sod., 2010).

O Nemetiliran
© Metiliran

lzrazanje gena
90000 I >
(YY)

] CpGotok [———— Gen I:
Ni izrazanja gena
00000 I_x_’ g

—_ Gen I:

Slika 3: CpG otocki v promotorski regiji gena. V primeru metilacije CpG otockov je prepreCeno izraZanje
gena (Huang, 2007).

Figure 3: CpG islands in promoter region. Gene expression is repressed in case of methylated CpGs (Huang,
2007).

Metilacija DNA se ponavadi pojavlja v regulatornih regijah genoma, kot so promotorji.
Tam se kot dinukleotidi citozina in gvanina (CpG) (Qureshi in Mehler, 2013) nahajajo v
CpG otockih (Urdinguio in sod., 2009). CpG otocki so po definiciji regije, dolge vsaj 200
baznih parov, ki imajo razmerje dinukleotidov CpG nad 0,65 in 55 ali ve¢ odstotkov CG-
jev v zaporedju (Takai in Jones, 2002). Pri ¢loveku se pri priblizno 60 % genov v
promotorjih nahajajo CpG otocki (Jones, 2012). Metilacija v teh regijah prepreci
transkripcijo gena in tako povzro¢i njegovo utiSanje (Qureshi in Mehler, 2013). Obenem pa
metilacija CpG otockov v promotorjih ni nujna za utiSanje gena, saj je znano, da je vecina
CpG otockov v promotorjih nemetilirana tudi v genih, ki se ne izrazajo (Bird, 2002).
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Ceprav metilacija DNA zavira izrazanje genov, pa ta trditev ne velja za promotorje, ki
imajo manjSo gostoto CpG dinukleotidov. Promotorje namre¢ glede na razmerje
dinukleotidov CpG, odstotek baz GC in dolzino CpG otockov delijo na takSne z visoko
gostoto (angl. High-CpG densitiy promoter, HCP), nizko gostoto (angl. Low-CpG density
promoter, LCP) in srednjo gostoto (angl. Intermediate-CpG density promoter, ICP). HCP
promotorji zadostijo zgoraj navedenim kriterijem, medtem ko med LCP promotorje
spadajo tisti, ki jih definirajo kot promotorje brez CpG otockov. V nasprotju s HCP
promotorji, je ve¢ina LCP promotorjev metilirana. ICP promotorji pa zadostijo nekoliko
omiljenim kriterijem in jih ne uvr$¢ajo v nobeno izmed omenjenih skupin promotorjev
(Weber in sod., 2007).

promotorji

| 222 99990 [
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MRAA: e
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.| A
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Slika 4: Trije tipi promotorjev glede na gostoto dinukleotidov CpG (Hackett in Surani, 2013). Metilacija
DNA ni enaka v vseh podro¢jih genoma. HCP (angl. High-CpG density promoters) promotorji ponavadi niso
metilirani, medtem ko so LCP (angl. Low-CpG density promoters) promotorji pogosto metilirani. Nekje
vmes se nahajajo ICP (angl. intermediate-CpG density promoter) promotorji, ki so lahko metilirani ali
nemetilirani. Zasenceno je prikazano obicajno stanje promotorja. Metilacija ima signifikanten ucinek na
izrazanje genov pri HCP in ICP promotorjih, medtem ko med metilacijo LCP promotorjev in izrazanjem
gena ni korelacije. Tako tudi nemetiliranost promotorja nekega gena ne pomeni nujno njegovega izrazanja.
Figure 4: Three promoter types according to CpG density (Hackett and Surani, 2013). The distribution of
DNA methylation varies according to genomic landmarks. High-CpG density promoters (HCP) are usually
hypomethylated, low CpG-density promoters (LCP) are usually methylated, and intermediate CpG-density
promoters (ICP) can be either methylated or unmethylated (shown as shaded). In general, methylation only
has a significant transcriptional effect at HCPs and ICPs, whereas methylation at LCPs does not correlate
with repression. Note also that the absence of methylation only generates a permissive state for transcription
and does not necessarily result in gene activity.

Metilacija DNA je pomembna tako v procesu razvoja zarodka (Li in sod., 1992), kot za
vzpostavljanje vzorca metilacije tekom razvoja (Li in sod., 1993) in inaktivacijo X
kromosoma (Heard in sod., 1997). Razli¢ne celice imajo razliéne vzorce metilacije, ki
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omogocajo razlike v izrazanju genov glede na tip celice in se tudi spreminjajo tekom
zivljenja (Lister in sod., 2008). Med podvojevanjem DNA se vzorec metilacije prenese s
starSev na potomce, vendar pa se med razvojem zarodka vzorec izbriSe in kasneje
vzpostavlja de novo (Bird, 2002). Tako se odprejo tudi moznosti za nastanek nepravilnega
vzorca metilacije med razvojem ali v odrasli dobi zaradi okoljskih dejavnikov (Feinberg,
2007). Spremembe v metilaciji DNA so povezali z mnogimi boleznimi, vklju¢no z rakom
(Egger in sod., 2004) in nevrodegenerativnimi boleznimi (Lu in sod., 2013). Metilacija
citozinov pa lahko povzro¢i tudi spontane mutacije v genomu, predvsem so pogoste
spremembe C>T in G>A. Predpostavljajo, da je metilacija DNA eden od osnovnih
mehanizmov staranja, saj se s Casom take spremembe kopiCijo ter privedejo do
destabilizacije genoma in spremenjene funkcije organizma (Mazin, 2009).

Metilacija DNA je torej pomemben molekularni mehanizem za uravnavanje izrazanja
genov, ki bo morda lahko tudi uporaben kot epigenetski biomarker in terapevtska tarca
zato, ker gre za stabilen mehanizem in ga je lahko zaznavati s sodobnimi molekularnimi
metodami (Paez-Colasante in sod., 2015).

2.2.1.1 Metilacija pri bolezni ALS

Pri bolnikih z ALS je bilo narejenih nekaj raziskav, ki kazejo na spremenjene vzorce
metilacije DNA. Xi in sodelavci (2013) v svoji raziskavi poro¢ajo o hipermetilaciji CpG
otoka pred GGGGCC ponovitvami v prvem intronu gena C9ORF72. Pokazali so, da je
hipermetilacija te regije povezana s pojavom razsiritve heksanukleotidnih ponovitev. Visja
stopnja metilacije pomeni tudi krajSe prezivetje bolnikov od zafetka simptomov bolezni
ALS. Na drugi strani pa pri bolnikih z ALS niso na$li sprememb v vzorcih metilacije v
genih SOD1 in VEGF, ko so jih primerjali z zdravimi posamezniki (Oates in Pamphlett,
2007). V drugi raziskavi so Chestnut in sod. (2011) dolocali izrazanje DNA-
metiltransferaz, ki so nujne za normalen razvoj Zivénega sistema. Pokazali so njihovo
zviSano izraZanje, zaradi Cesar pride do povecane metilacije DNA, kar lahko vodi v
apoptozo motori¢nih nevronov. Spremenjene vzorce metilacije v genih, ki regulirajo nivoje
kalcija, eksitoksicnost, oksidativni stres, vnetje zivcev, razvoj mozganov, Zivljenjsko dobo
celic in apoptozo, pa so dokazali tudi v moZganih in hrbtenja¢i bolnikov ALS po smrti
(Morahan in sod., 2009; Figueroa-Romero in sod., 2012). Izsledki teh Studij nakazujejo, da
bi epigenetske spremembe lahko predstavljale nove biomarkerje in bi pripomogle tudi k
razvoju terapij.

2.2.2 Procesiranje mikroRNA in njihova vloga pri izraZzanju genov

Izrazanje genov preko epigenetskih mehanizmov regulirajo tudi mikroRNA (miRNA).
MiRNA so priblizno 22 nukleotidov dolge, enoverizne, nekodirajoce molekule RNA, ki
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delujejo kot post-transkripcijski regulatorji izrazanja genov tako, da povzrocijo razgradnjo
taréne mRNA ali pa zavrejo njeno translacijo (Pillai in sod., 2007).
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Slika 5: Pot procesiranja miRNA (Winter in sod., 2009). V procesu nastanka zrele miRNA najprej pride do
prepisa z RNA polimerazo Il ali 111 in nastanka primarne miRNA (pri-miRNA). Nato v jedru pride do cepitve
s pomodjo kompleksa proteinov Drosha in DGCRS5 (Pasha) in nastane prekurzorska miRNA (pre-miRNA), ki
se zvije v obliko lasnice in se s prenasalcem eksportinom-5 prenese v citoplazmo. Tu encim Dicer cepi pre-
miRNA in nastane dupleks verig miRNA (miRNA-miRNA*), od Katerih je ena funkcionalna miRNA, ki
skupaj s proteini Ago tvori kompleks RISC (angl. RNA induced silencing complex). Tako lahko vpliva na
tarcno mRNA na ve¢ nacinov. Lahko jo razgradi, zavira njeno translacijo ali pa sprozi njeno deadenilacijo.
Druga veriga dupleksa je nefunkcionalna in se razgradi (miRNA*).

Figure 5: The miRNA processing pathway (Winter et al., 2009). This maturation includes the production of
the primary miRNA transcript (pri-miRNA) by RNA polymerase Il or 11l and cleavage of the pri-miRNA by
the microprocessor complex Drosha—DGCR8 (Pasha) in the nucleus. The resulting precursor hairpin, the pre-
miRNA, is exported from the nucleus by Exportin. In the cytoplasm, the RNase Dicer cleaves the pre-
miRNA hairpin to its mature length. The functional strand of the mature miRNA is loaded together with Ago
proteins into the RNA-induced silencing complex (RISC), where it guides RISC to silence target mMRNAs
through mRNA cleavage, translational repression or deadenylation, whereas the passenger strand is
degraded.
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MiRNA nastanejo po prepisu z RNA polimerazo Il ali 111 v primarno miRNA (pri-miRNA,
daljsa od 1000 baznih parov), ki ima metilgvanozinsko kapo, obliko lasnice in rep poli-A
(Pillai, 2005), s procesiranjem v dveh korakih (Slika 5). Najprej v jedru s pomoc¢jo encima
Drosha (RNaza Ill) in proteina DGCRS, ki ima vezavno domeno za dvoverizno RNA, iz
pri-miRNA nastane priblizno 70 nukleotidov dolga prekurzorska miRNA (pre-miRNA), Ki
se zvije v obliko lasnice in se s prenasalcem eksportinom-5 prenese v citoplazmo. Tam v
drugem koraku procesiranja encim Dicer (RNaza I11) cepi pre-miRNA in nastane dupleks
dveh verig miRNA (miRNA-miRNA*), od Kkaterih se ena razgradi (miRNA%*), druga pa je
zrela miRNA, ki se skupaj s proteini Ago vgradi v proteinski kompleks RISC (angl. RNA-
induced silencing complex) (Pillai, 2005; Pillai in sod., 2007; Kim in sod., 2009; Kawahara
in Mieda-Sato, 2012).

DNA zapisi za miRNA se lahko nahajajo znotraj genov v intronih (intragenske miRNA).
Tak$nih je priblizno Cetrtina in Se navadno prepisujejo v enaki orientaciji kot njen
gostiteljski gen. Lahko pa so DNA zapisi za miRNA neodvisni od protein kodirajo¢ega
gena (intergenske miRNA). Za intragenske miRNA je znacilno, da imajo s svojim
gostiteljskim genom skupen promotor in zato ob prepisovanju gostiteljskega gena pride
tudi do prepisa miRNA in skupnega izrazanja miRNA z gostiteljskim genskim zapisom
(Bartel, 2004). V primarnem genskem zapisu (pre-miRNA) so kodirane v regiji, Ki ne nosi
zapisa za protein (intronska regija) in se iz njega odstranjujejo v procesu jedrnega
izrezovanja RNA (Ying in sod., 2008).

Po oceni bioinformatskih analiz naj bi miRNA pri ¢loveku vplivale na izraZanje kar 30 %
genov (Filipowicz in sod., 2008). So dinami¢ne in raznolike molekule, ki se lahko hitro
odzivajo na okoljske spremembe, hkrati pa so zmozne vplivati na izrazanje svojih tarénih
genov skozi daljSe obdobje (Qureshi in sod., 2010). Izrazajo se razlicno v dolocenih fazah
razvoja (Pillai, 2005), uravnavajo vzorce izrazanja in ¢asovni potek razvoja ter se izrazajo
tkivno specifi¢no (Bartel, 2004). Povezujejo jih s Stevilnimi patoloskimi stanji kot so rak,
avtoimunske bolezni ter nevrodegenerativna obolenja (Williams, 2008; O'Connell in sod.,
2010), poleg tega pa so miRNA pomembne pri mnogih celi¢nih in razvojnih procesih.
Ceprav ni ve¢ dvoma, da so miRNA izrednega pomena pri razvoju Zivénega sistema in
njegovi funkcionalnosti, pa je Se vedno malo znanega o specificni vlogi posamezne
miRNA pri tem razvoju (Kye in Goncalves Ido, 2014). Tu je pomembna ovira izredna
kompleksnost Zivénega sistema, pa tudi samo podrocje nevroloskih bolezni, ki izkljucuje
moznost biopsij in tako omejuje raziskave.

2.2.2.1 miRNA PRI ALS

V patogenezo bolezni ALS so vpletene tudi spremembe v procesiranju RNA preko
razli¢nih poti, ki vkljucujejo napake v transportu aksonov, pri stabilizaciji citoskeleta,
podvojevanju in popravljanju DNA, nefunkcionalnosti mitohondrijev, razgradnji proteinov
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in pri odzivu na stresne dejavnike (Williams in sod., 2009; Chestnut in sod., 2011).
Biologija RNA, oziroma njene regulatorne funkcije, predstavlja pomembno in hitro
razvijajoce se podrocje raziskovanja in pot k odkrivanju molekularne patologije pri bolezni
ALS (Da Cruz in Cleveland, 2011). Mnoge Studije so Ze potrdile vpletenost miRNA v
razvoju zivénega sistema (Conaco in sod., 2006; Akerblom in sod., 2012; Zhu in sod.,
2013), prav tako pa imajo pomembno vlogo pri procesu regeneracije aksonov v motori¢nih
nevronih hrbtenjace. Tako lahko sklepajo, da so miRNA pomembne pri mnogih procesih,
ki potekajo v motori¢nih nevronih, kot so ustrezna diferenciacija nevrona v dolo¢en podtip,
vzdrZzevanje njihove funkcionalnosti in tudi regeneracija po poskodbah (Kye in Goncalves
Ido, 2014). Nedavno je bila objavljena Studija, v kateri so preucevali profile miRNA v
serumu bolnikov z dedno obliko bolezni ALS. Ugotovili so, da je profil miRNA homogen
ne glede na to, v katerem genu ima bolnik prisotno mutacijo. Zaznali so kar 24 miRNA z
Znizanim izrazanjem celo pri osebah, ki imajo mutacijo, vendar Se ne kazejo simptomov
bolezni. Izsledki te Studije nakazujejo, da obstajajo povezave med razlicnimi geni, ki so
mutirani v povezavi z ALS in da so ti skupni imenovalci tudi molekule miRNA
(Freischmidt in sod., 2014). De Felice in sod. (2012) v svoji Studiji poro¢ajo o zvisanem
izrazanju MiR-206 in hkratnem pojavu nevroloskih simptomov pri bolnikih z mutiranim
genom SOD1. Nasli so 8 miRNA, ki odstopajo od normalnih vrednosti, 7 z znizanim
izrazanjem (miR-451, -1275, -328, -638, -149, -665, -583) in 1 z zviSanim izraZanjem
(miR-338-3p). Slednja miRNA je tudi kandidatni biomarker za nevrodegeneracijo, njeno
izrazanje je bilo zvisano pri analizi na mikromrezah (Shioya in sod., 2010). Izrazanje
misi¢no specifiéne miR-206 je bilo zvisano ob propadanju Zivcev v miSicah misk, obenem
pa je pomanjkanje te miRNA pospeSilo napredovanje bolezni pri misSkah s prisotno
mutacijo v genu SODL. Izsledki te Studije nakazujejo, da ima o€itno miR-206 vlogo tudi
pri regeneraciji zivénih vlaken (Williams in sod., 2009). Zanimivi so tudi izsledki $tudije, v
kateri so utiSali gen TARDBP in opazovali, kakSne so spremembe v populaciji miRNAv
celicah. Prislo je do zviSanega izrazanja miR-663 in znizanega izrazanja let-7b. Obe
miRNA se namre¢ direktno vezeta na TARDBP (Buratti in sod., 2010). V drugi Studiji pa
porocajo o vplivu mutacij v genu TARDBP na izrazanje nekaterih miRNA kot so miR-132,
miR-143 in miR-558, ki verjetno kot take tudi prispevajo k patologiji ALS (Kawahara in
Mieda-Sato, 2012). Biogenezo specificnih miRNA spodbuja tudi protein FUS. Med njimi
so poleg ostalih zaznali tudi miR-132, miR-134 in miR-9, ki imajo Ze znano vlogo v
delovanju sinaps in razvoja zivénega sistema (Morlando in sod., 2012).
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Slika 6: Spremembe v biogenezi in funkciji miRNA so lahko vzrok in/ali posledica patogeneze ALS (Paez-
Colasante in sod., 2015). Pojavijo se preko razli¢nih celi¢nih poti. Citoplazemski agregati proteinov imajo
vpliv na metabolizem miRNA-proteinov, oslabljena signalizacija med Zivecem in miSico vpliva na strukturo
njunega stika, citotoksi¢nost zaradi slabSega odstranjevanja glutamata vodi v porusenje celi¢ne homeostaze,
prihaja pa tudi do poveCanega vnetnega odziva. Obenem pa je proces lahko tudi obraten, spremenjena
aktivnost miRNA lahko sprozi spremembe v celi¢nih poteh, ki povzrocijo nevrodegeneracijo, povezano s
patologijo ALS. TGFB1 (angl. transforming growth factor 1).

Figure 6: Dysregulation of miRNA biogenesis and function may be a cause and/or consequence of ALS
pathogenesis (Paez-Colasante et al., 2015). Impairments in miRNA biogenesis or function occur through the
dysregulation of various cellular pathways. Specifically, miRNA— protein complex metabolism is possibly
altered by cytoplasmic protein inclusions, transmission of wrongful cues due to disrupted signalling at the
neuromuscular junction, hampering of cell homeostasis due to cytotoxicity associated with faulty glutamate
clearance, and an overactive inflammatory response. Conversely, evidence also suggests that the
dysregulation of key miRNAs triggers the alterations in these cellular pathways that cause the downstream
effects ending in the neurodegeneration associated with ALS pathology. (TGFp1 - transforming growth
factor B1).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 BOLNIKI IN ZBIRANJE VZORCEV

V raziskavo smo vkljuéili skupno 101 bolnika s klini¢no diagnosticirano boleznijo
amiotroficna lateralna skleroza, ki jih vodijo na InStitutu za klini¢no nevrofiziologijo
Univerzitetnega klini¢nega centra v Ljubljani. Med rednimi preiskavami so bolnikom vzeli
vzorce periferne krvi. Del vzorca (1,5 ml) smo takoj zamrznili za nadaljnjo izolacijo DNA,
iz preostale krvi pa zaceli postopek izolacije RNA. Za analizo izrazanja genov smo kot
referencno RNA uporabili vzorce periferne krvi sedmih zdravih odraslih oseb.

3.2 1ZOLACIJA NUKLEINSKIH KISLIN 1Z VZORCEV KRVI IN PREVERJANJE
KONCENTRACIJE

3.2.1 lzolacija DNA

Genomsko DNA smo izolirali iz levkocitov periferne krvi s pomocjo kompleta QIAamp
DNA Blood Midi kit (Qiagen, Nemcija) po navodilih proizvajalca. Koli¢ino izolirane
DNA smo izmerili s spektrofotometrom NanoDrop-1000 (Thermo Scientific, ZDA) z
merjenjem absorbance pri 260 nm, kvaliteto pa preverili z dolo¢anjem razmerja absorbanc
pri Azso/ Azgo (Vrednosti ~ 1,8) in pri Azeo/ A2z (Vrednosti v podroc¢ju 1,8 - 2,2).

3.2.2 Ekstrakcija RNA

S postopkom izolacije celokupne RNA smo priceli takoj po odvzemu krvi. Gre za
naplastitev suspenzije krvi in pufra PBS v razmerju 1:2 na reagent Ficoll-Paque PLUS
(Life Sciences, Nemcija). Po centrifugiranju lo¢imo fazo z levkociti, ki jo po spiranju s
pufrom PBS resuspendiramo v 1 ml reagenta TRI (Sigma-Aldrich, Nemcija). Ta zagotovi
stabilizacijo RNA in jo za$¢iti pred razgradnjo. Vzorce smo na tej stopnji shranili pri -70
°C. Izolacijo iz TRI reagenta (Sigma-Aldrich, Nemcija) smo nadaljevali po navodilih
proizvajalca. VVzorce smo odtalili in jim dodali kloroform. Sledilo je centrifugiranje, s
katerim smo dobili lo¢itev na tri faze (spodnja rdeca — proteini, vmesna bela — DNA in
zgornja prozorna — RNA). Vodno raztopino smo prenesli v svezo tubico (preostanek smo
zamrznili na — 70 °C) in postopek ¢is¢enja RNA nadaljevali s pomocjo kompleta
miRNeasy Mini kit (Qiagen, Nem¢ija), ki omogoca izolacijo miRNA in celokupne RNA.
Sledili smo navodilom proizvajalca. Koli¢ino in kvaliteto izolirane RNA smo preverjali na
spektrofotometru NanoDrop-1000 (Thermo Scientific, ZDA) z merjenjem absorbance pri
260 nm in dolo¢evanjem razmerja absorbanc pri Azso/Azgo (Vrednosti ~ 2,0) in pri Azso/Azzo
(vrednosti nad 2).
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3.3 GENSKO PROFILIRANJE

3.3.1 Vzorci in izbor genov za analizo

V S$tudijo smo vkljuéili vzorce 85 bolnikov. Prisotnost mutacij smo dolocali z
genotipizacijo Stirih, z ALS najpogosteje povezanih genov SOD1, FUS, TARDBP in
CI90RF7, pri ¢emer smo za prve tri omenjene gene uporabili metodo doloCevanja
nukleotidnega zaporedja po Sangerju, za doloCevanje sprememb v genu COORF72 pa
metodo analize dolzine fragmentov s pomocjo kapilarne elektroforeze.

3.3.2 Dolocevanje nukleotidnega zaporedja z metodo sekvenciranja po Sangerju pri
genih SOD1, FUS in TARDBP

3.3.2.1 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Za izbrane kodirajo¢e regije genov SOD1, FUS in TARDBP ter njihove pripadajoce
intronske regije smo uporabili ustrezne in optimizirane zacetne oligonukleotide, Ki so
skupaj s pogoji pomnozevanja navedeni v Preglednica 1. Reakcijska zmes je bila
pripravljena glede na navodila proizvajalca izbrane polimeraze, prav tako pa je navodilom
sledil protokol pomnoZevanja. Reakcijski volumen je pri vseh pomnoZzkih znasal 30 pl,
pomnoZevanje pa je potekalo v termi¢nih ciklizatorjih DNA Engine (Biorad, ZDA) in
UNO II Thermoblock (Biometra, Nemcija). UspeSnost pomnozevanja smo preverili na 2 %
agarozni gelski elektroforezi, produkte pa nato ocistili s kompletom Diffinity Rapid Tip
(Diffinity Genomics, ZDA) po navodilih proizvajalca.
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Preglednica 1: Specifi¢ni zacetni oligonukleotidi uporabljeni za pomnoZevanje genomske DNA z verizno
reakcijo s polimerazo, s podatki o pogojih pomnozevanja, uporabljenima polimerazama in dolzino
posameznih pomnozenih produktov. Specificni zacetni oligonukleotidi uporabljeni za pomnoZzevanje
genomske DNA z verizno reakcijo s polimerazo, s podatki o pogojih pomnozevanja, uporabljenima
polimerazama in dolzino posameznih pomnozenih produktov. * izbrani zacetni oligonukleotid za sekvencno
reakcijo. V primeru eksona 15 v genu FUS smo za sekvenciranje uporabili tretji primer. Ekson 6 gena
TARDBP smo razdelili na dva dela zaradi dolzine pomnozka.

Table 1: Specific primers used for PCR amplification of genomic DNA together with annealing
temperatures, used polymerases and the lenghts of PCR products. *primer used for sequencing. In case of
exon 15 of FUS gene selected primer was not used for PCR reation. Exon 6 of TARDBP gene was divided in
two sequences due to its lenght.

Gen Ekson Zacetni oligonukleotid (5'- 3") F/R D(()tl)zr:;' a Polimeraza -[f g;
. ATTGGTTTGGGGCCAGAGT 408
TGACTCAGCACTTGGGCACCGCA* HotStarTaq Plus +
TTGCTGGAGGTTCACTGGCTAGAAA Q (Qiagen,
2 G 391 Nemcija)
AGCCTGAGCGACAGAGCAAGACCC*
AGAAGTCGTGATGCAGGTCAGCA Taq DNA Rec.
SOD1 3 325 (Life Technolpgles, 62
GGTTTAGATGAGTCAGCAAGTTC* ZDA) + Q (Qiagen,
Nemcija)
A TTTGCAAATTTGTGTCTACTCAGTC -
ACCGCGACTAACAATCAAAGTGA* Taq DNA Rec.
(Life Technologies,
AAACATCTTTTGGGTATTGTTGG* ZDA
5 357 )
TCCAAGTGATCATAAATCAGTTTC
6 TTCTTTTGTCCTTCATTGCC 434 5
ATGCACTAGGGACTGGCTTC* ng(tCS)_tarTaq Plus +
iagen,
* e
" GAGCTGGGACCAAAGAATCC sg7 | Nemdija) o
FUS CCCCTGAGTTAATTTTCCTTCC
TACTCGCTGGGTTAGGTAGG Tagq DNA Rec.
552 (Life Technologies, | 61
15 |CATAGCTGGGCAAATTTAGG ZDA)
CTTGGGTGATCAGGAATT*
TGCTTGTAATCTAAGTTTTGTTGC* HotStarTaq Plus +
1 | sTTATTACCCOATGGGCCTG 430 | Q (Qiagen, >
TARDBP Nemcija)
6.2 GGTTTGGGAAACAATCAAGG 4o | HotstarTag Plus ;
TGCTGAATATACTCCACACTGAAC* (Qiagen, Nemcija)

3.3.2.2 Sekvencna reakcija in sekvenciranje

Sekven¢éno reakcijo smo izvedli po naslednjem protokolu: 2 pl reagenta BigDye
Terminator v1.1, red¢enega v razmerju 1:2 s sekven¢nim pufrom (Life Technologies,
ZDA), 1 ul specifiénega zacetnega oligonukleotida (za sekvenc¢no reakcijo uporabljen
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zacetni oligonukleotid je v Preglednica 1 oznacen z *), 1 ul o€is¢enega produkta PCR in
dH,O do kon¢nega volumna 10 pl. Sekvencna reakcija je potekala po naslednjem
programu: zadetna denaturacija 20 sekund pri 96°C; 25 ciklov s hitrostjo temperaturnih
prehodov 1°C/sekundo (denaturacija 20 sekund pri 96°C, pripenjanje zadetnih
oligonukleotidov 10 sekund pri 50 °C, podaljsevanje verige 4 minute pri 60°C). Produkte
DNA sekvenéne reakcije smo ocistili z obarjanjem Vv etanolu po navodilih proizvajalca, ki
so razvidna iz Preglednica 2. Ocis¢ene produkte sekvencne reakcije smo raztopili v
deioniziranem formamidu (Applied Biosystems, ZDA) in jih 1 minuto denaturirali pri 95
°C, takoj zatem pa ohladili na ledu. Analizo doloCevanja nukleotidnega zaporedja s
sekvenciranjem po Sangerju smo izvedli na sekvenatorju DNA ABI Prism 310 (Applied
Biosystems, ZDA) v polimeru POP-6 (Applied Biosystems, ZDA).

Preglednica 2: Protokol etanol/natrijevega acetatnega obarjanja produktov sekvenéne reakcije.
Table 2: Protocol for cleaning products of sequencing reaction with ethanol/sodium solution.

1 Vzorcu dodamo 1pl 125 mM EDTA (Sigma, ZDA).

2 V epruveti zmesamo 1 pul 3M natrijevega acetata (Riedel-de Haén,
Nemcija) in 25 ul 100-odstotnega etanola (Merck, ZDA)

26 pl mesanice dodamo vzorcu

Premesamo z vibracijskim mesalnikom
Inkubiramo 15 min pri sobni temperaturi
Centrifugiramo 30 min pri 3000 x g (pri 4 °C)

[op 2N N &2 B N~ (V)

Odstranimo supernatant s centrifugiranjem pri 185 x g in takoj
dodamo 35 pl 70-odstotnega etanola

Premesamo z vibracijskim mesalnikom

Centrifugiramo 15 min pri 1650 x g (pri 4 °C)
10 Odstranimo supernatant s centrifugiranjem pri 185 x g

Do uporabe shranimo pri —20 °C ali pa vzorcu dodamo formamid

11 (Sigma, ZDA) za analizo s sekvenatorjem

3.3.3 Gen C90RF72; kapilarna elektroforeza in analiza dolZine fragmentov s
pomocjo programa GeneScan

Za zaznavanje povecanja Stevila heksanukleotidnih ponovitev (angl. hexanucleotide repeat
expansion mutation, HREM) v 1. intronu gena C9ORF72 smo uporabili specifi¢ni
dvostopenjski protokol (DeJesus-Hernandez in sod., 2011; Renton in sod., 2011), kjer smo
v prvi stopnji izvedli klasi¢no verizno reakcijo s polimerazo, v drugi stopnji pa sledili
kompleksnejSemu protokolu RP-PCR (angl. repeat-primed PCR), ki omogoca
pomnozevanje DNA zaporedja tudi v prisotnosti vecjega Stevila ponovitev zaporedja Sestih
nukleotidov (GGGGCC).
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Slika 7: Princip pomnoZevanja razsiritev heksanukleotidnih ponovitev v genu C9ORF72 z metodo RP-PCR
(prirejeno po (Hantash in sod., 2010). PomnoZevanje poteka s tremi oligonukleotidnimi zacetniki. F (angl.
forward) oligonukleotid nalega na regijo pred zacetkom razsiritev v genu CO9ORF72. R (angl. reverse)
oligonukleotid nalega na komplementarno verigo DNA tako, da se s 5-8-imi nukleotidi ujema s
heksanukleotidnimi ponovitvami, ostali nukleotidi pa predstavljajo 5’ rep, kamor nalega drugi R
oligonukleotid (anchor oligonukleotid). Tak nacin pomnozevanja prepreCuje skrajSevanje produktov
pomnozevanja. Rezultat so fragmenti, ki se razlikujejo v dolzini za 6 nukleotidov in jih lahko lo¢imo s
kapilarno elektroforezo.

Figure 7: Principle of RP-PCR method for hexanucleotide repeat expansion in COORF72 amplification
(adapted from (Hantash et al., 2010). Three primers instead of two are used. Forward primer (F) is designed
in a locus-specific region upstream of the unstable repeat of interest. The companion reverse primer (R) on
the complementary strand consists of 5 to 8 units of the repeat and a 5’ tail that is used as an anchor for the
second reverse primer (anchor primer), which prevents progressive shortening of the PCR products during
subsequent cycles. Products of PCR amplification vary in their length by 6 nucleotides and can be visualized
using capillary electrophoresis.

3.3.3.1 Reakcije veriznega pomnozevanja s polimerazo (PCR)

V prvi stopnji smo za pomnozevanje uporabili 2 zaetna oligonukleotida (Preglednica 3),
ki pokrivata regijo morebitnih ponovitev v 1. intronu gena COORF72. Reakcijo smo izvedli
s kompletom FastStart PCR Master (Roche, Nemcija) po navodilih proizvajalca v konénem
volumnu 30 pl. Sledili smo specificnemu protokolu pomnozevanja, ki je prikazan v
Preglednica 4 in je potekal na termi¢nem ciklizatorju DNA Engine (Biorad, ZDA).
Uspesnost pomnozevanja smo preverili na 2 % agaroznem gelu.

V drugi stopnji smo nadaljevali z analizo vzorcev, pri katerih je v prvi stopnji prislo do
pomnoZevanja le enega alela, drugi alel pa na agaroznem gelu ni viden morda zaradi vecih
ponovitev Sestih nukleotidov v zaporedju, ki jih z obi¢ajno reakcijo PCR ni mozno
pomnoziti. PomnoZevanje s tremi primerji RP-PCR smo prav tako izvedli s kompletom
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FastStart PCR Master (Roche, Nemcija) v kon¢nem volumnu 15 pl. V reakcijsko zmes
smo dodali 1 pl mesanice treh zacetnih oligonukleotidov (Preglednica 3), 1 ul 100 %
reagenta DMSO (Life Technologies, ZDA), 3 ul reagenta Q (Qiagen, Nemcija), 0,5 ul
reagenta 7-deaza dGTP (New England Biolabs, Velika Britanija), 0,5 ul 25 mM MgCl,
(Qiagen, Nemcija), 50 ng DNA in dH,O do koncnega reakcijskega volumna 15 pl.
PomnoZevanje je potekalo po istem protokolu (Preglednica 4) kot v prvi stopnji, uspesnost
pomnozevanja pa smo prav tako preverili na agaroznem gelu.

Preglednica 3: Specifi¢ni zaéetni oligonukleotidi, uporabljeni za pomnozevanje heksanukleotidnih razsiritev
v intronu gena C9ORF72 z verizno reakcijo s polimerazo (DeJesus-Hernandez in sod., 2011; Renton in sod.,
2011).

Table 3: Specific primers for PCR amplification of hexanucleotide repeat expansion of COORF72 gene
(DeJesus-Hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011).

PCR Zadetni oligonukleotid (5'- 3") Dolzina PCR
produkta (bp)
C90RF72-F | CAAGGAGGGAAACAACCGCAGCC 138
CI90RF72-R | GCAGGCACCGCAACCGCAG
Koncna
Repeat- k ..
; oncentracija v
primed PCR v .
reakcijski meSanici
RP-PCR-F 6-FAM-AGTCGCTAGAGGCGAAAGC 20 uM
TACGCATCCCAGTTTGAGACGGGGGCCGGGGLCCGGGGLL
RP-PCR-R GGGG 10 uM
RP-PCR-
anchor TACGCATCCCAGTTTGAGACG 20 uM
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Preglednica 4: Protokol pomnoZevanja gena C9ORF72 po metodi RP-PCR (DeJesus-Hernandez in sod.,
2011; Renton in sod., 2011).

Table 4: Protocol of C9ORF72 PCR amplification using RP-PCR method (DeJesus-Hernandez et al., 2011;
Renton et al., 2011).

T cas St. ciklov
95 °C 15 min
94 °C 1 min
70 °C 1 min X2
72 °C 3 min
94 °C 1 min
68 °C 1 min x3
72 °C 3 min
94 °C 1 min
66 °C 1 min x4
72 °C 3 min
94 °C 1 min
64 °C 1 min x5
72 °C 3 min
94 °C 1 min
62 °C 1 min X6
72 °C 3 min
94 °C 1 min
60 °C 1 min X7
72 °C 3 min
94 °C 1 min
58 °C 1 min x8
72 °C 3 min
94 °C 1 min
56 °C 1 min X5
72 °C 3 min
72 °C 10 min
4°C 0

3.3.3.2 Kapilarna elektroforeza, analiza

Uspesno pomnozenim produktom PCR smo dodali 0,6 pl standarda LIZ in 19,4 pl
deioniziranega formamida (Applied Biosystems, ZDA). Tako pripravljene vzorce smo
denaturirali 3 minute pri 95 °C in jih nato ohladili na ledu. Analiza je potekala pri
standardnih pogojih v polimeru POP-4 (Applied Biosystems, ZDA) na aparaturi DNA ABI
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Prism 310 (Applied Biosystems), rezultate pa smo analizirali s pomocjo programske
opreme GeneScan 3.7 (Applied Biosystems, ZDA).

3.3.3.3 Bioinformatika

Dobljena nukleotidna zaporedja smo ovrednotili s pomocjo spletnega orodja Ensembl
(Cunningham, 2015). Za dolocevanje potencialnih novih genetskih sprememb smo
uporabili spletne baze ALSoD (2015), dbSNP (2015), Exome Variant Server (2015) in
bazo podatkov 1000 Genomes (1000 Genomes Project Consortium, 2012). Za ocenitev
vpliva novih sprememb v genomu na funkcionalnost proteina smo uporabili dve in silico
predikcijski orodji, in sicer program ESEfinder 3.0 (Smith in sod., 2006) in NetGene2
(Knudsen, 1991; Hebsgaard in sod., 1996).

3.4 ANALIZA METILACHSKEGA STATUSA

3.4.1 Vzorci

Za raziskave na podro¢ju dolo¢evanja metilacijskega statusa promotorjev smo imeli na
voljo 95 vzorcev bolnikov in 50 zdravih odraslih posameznikov s povpre¢no starostjo 48
let, katerih vzorce smo zmeSali in jih uporabili kot kontrolo. Zacetni material je bila
izolirana DNA ustrezne kvalitete in kolicine, ki jo je bilo najprej potrebno bisulfitno
pretvoriti. Na s$tirih vzorcih je bilo izvedeno metilacijsko profiliranje celotnega genoma,
podatke pa smo potem validirali z metodo metilacijsko-specifi¢ne analize talilne krivulje
DNA pri visoki lo¢ljivosti (angl. Methyl-Specific High Resolution Melt, MS-HRM).
Rezultate smo dodatno potrdili z metodo sekvenciranja po Sangerju.

3.4.2 Bisulfitna pretvorba in ¢iS¢enje produkta

V namene analize metilacijskega statusa genov smo del izolirane DNA obdelali z
natrijevim bisulfitom. Ob prisotnosti bisulfita se nemetilirani citozini hidroliti¢no
deaminirajo v uracile, metilirani citozini pa ostanejo nespremenjeni. Razliko v DNA
zaporedju med metilirano in nemetilirano DNA zaznamo po kasnejsih reakcijah PCR, ko
se na mesta uracilov vkljucujejo timini (Slika 8).
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Metilirana sekvenca Nemetilirana sekvenca
GACATGMCGAC GACGTG[CGAC -
isulfitna
* * * * pretvorba
GAUATG[CGAC GAUGTG[UGAC

ooy ooy

GATATG[CGAC GATGTG[TGAC

Slika 8: Postopek deaminacije citozinov med bisulfitno pretvorbo DNA in PCR reakcija po obdelavi z
bisulfitom.
Figure 8: Citozin deamination during bisulfite conversion and PCR amplification after bisulfite treatment.

Bisulfitno pretvorbo smo izvedli s komercialnim kompletom EpiTect Bisulfite Kit
(Qiagen, Nemcija) po navodilih proizvajalca. Za reakcijsko mes$anico smo uporabili 500 ng

DNA in v navodilih navedeni protokol izvedli na termi¢nem ciklizatorju DNA Engine
(Biorad, ZDA).

3.4.3 Metilacijsko profiliranje celotnega genoma in izbor genov za validacijo

Vzorce DNA stirih bolnikov z amiotroficno lateralno sklerozo ustrezne kvalitete in
koncentracije smo poslali v podjetje Arraystar Inc. v ZDA, Kkje so izvedli metilacijsko
profiliranje celotnega genoma na ¢ipu HiSeq 2000 (Illumina, ZDA). Dva od izbranih
vzorcev za metilacijsko profiliranje sta vsebovala mutacijo HREM, dva pa sta bila vzorca
brez odkrite mutacije. Poslane vzorce DNA so razcepili na fragmente, dolge od 200 do 900
bp. Priblizno 1 pg fragmentirane DNA so pripravili za analizo na omenjenem c¢ipu. Najprej
je poteklo popravljanje koncev DNA s polimerazama T4 in Klenow DNA polimerazo,
sledila je ligacija genomskih adapterjev na fragmente DNA in bogatenje metilirane DNA s
protitelesi anti-5-metilcitozin. Nato so izvedli reakcijo PCR pomnozevanja fragmentov in
po nanosu na gel produkte velikosti od 300 do 1000 bp ekstrahirali in ocistili. Dobljene
knjiznice so kvantificirali na aparatu Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, ZDA) in jih nato
denaturirali z 0,1 M NaOH. Na ta nacin so dobili enovijaéne DNA molekule, ki se ujamejo
na pretocno celico in pomnozijo in situ. Knjiznice so nato sekvencirali na aparatu HiSeq
2000 (Mllumina, ZDA) in sledili protokolu TruSeq SBS Kit 5. Analiza dobljenih podatkov
je potekala s pomocjo programa Off-Line Basecaller 1.8, zaporedja, ki so uspesno presla
filter kakovosti Solexa Chastity, pa so bila poravnana s programom Bowtie 2.1.0 (Slika 9).
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Slika 9: Postopek metilacijskega profiliranja celotnega genoma na ¢ipu HiSeq 2000 (Illumina, ZDA)
Figure 9: Whole genome methylation profiling on HiSeq 2000 chip (Illumina, USA).

Na podlagi dobljenih rezultatov 200 najbolj metiliranih promotorjev genov pri vsakem
vzorcu in za vsak tip promotorja (HCP, LCP, ICP) smo za validacijo izbrali 14 genov, Ki
so navedeni v Preglednica 5. Kiriterij za izbiro je bila funkcija oziroma vloga gena,
morebitna vpletenost v procese nevrodegeneracije in podatki iz ze objavljene literature. Te
podatke smo pridobili s spletnih mest PubMed (2015), HGNC (2015), OMIM (2015) in
Gene Cards (2015).

3.4.4 Validacija hipermetiliranih odsekov z metodo MS-HRM

Za doloCanje prisotnosti metiliranih citozinov smo uporabili metodo metilacijsko
specificne analize talilne krivulje pri visoki lo¢ljivosti (angl. Methyl-Specific High


file:///C:/Users/Katarina/Desktop/USB%20Toshiba/doktorat/2015

26

Vrabec K. Genetske in epigenetske spremembe, povezane z amiotrofi¢no lateralno sklerozo v slovenski populaciji.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Uni. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

Resolution Melt, MS-HRM). Princip loCevanja temelji na razli¢nih talilnih temperaturah
DNA glede na zaporedje nukleotidov. Povezave med adeninom in timinom se prekinejo pri
nizji temperaturi kot povezave med gvaninom in citozinom.

3.4.4.1 Izbira oligonukleotidnih zacetnikov

Promotorske regije izbranih genov smo pridobili s spletnega mesta Ensembl (Cunningham,
2015). Za izbiro ustreznih oligonukleotidnih zaetnikov smo uporabili na spletu prosto
dostopen program MethylPrimer Express (Applied Biosystems, ZDA), ki najprej zazna
Stevilo in velikost CpG otoc¢kov, v drugi stopnji pa prikaze mozne oligonukloetidne
zacetnike za izbrani CpG otocek. Oligonukleotidne zacetnike smo izbrali na nacin, da isti
par hkrati pomnozuje tako metiliran kot nemetiliran preiskovani odsek DNA. Prikazani so
v Preglednica 5, skupaj s temperaturami prileganja, ki smo jih dolocili s postopkom
optimizacije.
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Preglednica 5: Izbrani geni in specifiéni zadetni oligonukleotidi, uporabljeni za pomnoZevanje bisulfitno
pretvorjene DNA z verizno reakcijo s polimerazo, s pogoji pomnoZevanja in dolZino pomnoZenega produkta.
* zacetni oligonukleotid za sekvencno reakcijo.

Table 5: Selected genes and specific primers for PCR amplification of bisulfite converted DNA together
with reaction conditions and PCR product length. * primer used for sequencing.

Gen Zacetni oligonukleotid (5'- 3") F/R DolZina PCR T:;l n
produkta (bp) (§9)
*
DUX4 TTTGGTTTTTTAYGTGGAAAT 121 54

TCTTAAATATACCAAACCCTCTCTC

*
FRG1 GTTTTAGTAGGAGGYGGTTT 115 52

CTCAAAAAACCCCTAAAAATTC

*
PTK6 GAGTGTTTGAGTGTTTATAAGTTGG 162 54

CAAATCCTCAAACCCACTAA

*
AGAP? TATTGGGTAGTGAGATGAGTATGG 130 54

CCCATACCCAAACTAACTCCTA
KCNJ14 AGGGGTTTATTTAGGTTTGTTG 105 56
CACTAAATCAAAACCAAACCTTC

TAGAGGYGYGTATAAATATAGT*

TFDP1 193 50
TTCTACTACTCCTCRATCTCC
*
NRTN GGGGTTTTTGTATTGGTTG 195 -
TCCCTCAAAAAACCATTAAAC
*
NTE3 TTTAYGGGATTTAGAGTTGAAGT 133 5
CACTACCCAACAAAAAAAAAAA
*
P73 GTTTTGGGTGATTTTTGGA 132 5

AACTTACCACCCACTTCTCCTA

*
PRKCZ GTTTGGGTTTTAGTGGATGTAG 175 54

CTTCATTTCTAAAACCACAACC

KIR2DS4 TAGGTATTTTATGTTTGGGAGG 153 53

TTTTCTACCTTACATAAAACCCA

PYCRL TTTTTTTAGTTAATGGGTAGTGAGGG 197 57

AATCTAAACCCCACCCCC
TGGTTTTTATTGTTGGGTTG*

TERT 128 53
ATAAAACCAACATCTAATCACATCC

*
MAB21L2 TTAAGTGTAGTGGTGGTTGTTA 132 53

TAATCCCAAAACCATCATAA

3.4.4.2 Metilacijsko-specifi¢na analiza talilne krivulje DNA pri visoki lo¢ljivosti

Metilacijsko specificno analizo talilne krivulje pri visoki lo¢ljivosti (angl. Methyl-specific
High Resolution Melt, MS-HRM) smo izvajali na aparatu Rotor Gene Q (Qiagen,
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Nemcija). Za pomnozevanje smo uporabljali EpiTect HRM PCR Kit (Qiagen, Nemcija) in
reakcije pripravili po navodilih proizvajalca. V 10 pl reakcijo smo dodali 10 ng bisulfitno
pretvorjene DNA in zaletne oligonuklotide v kon¢ni koncentraciji 2 uM. V vsak
eksperiment smo vklju¢ili tudi bisulfitno pretvorjeno 100 % metilirano in 100 %
nemetilirano DNA (EpiTect Control DNA methylated in EpiTect Control DNA
unmethylated (Qiagen, Nemcija) ter meSanico vzorcev zdravih odraslih oseb (t.i. pool).
Pogoji pomnozevanja so bili izbrani glede na priporocila proizvajalca; zacetni denaturaciji
pri 95°C 5 minut je sledilo 40 ciklov denaturacije pri 95°C 10 sekund, naleganja pri
ustrezni temperaturi (Preglednica 5) 30 sekund in podaljSevanja pri 72°C 10 sekund.
Sledila je analiza HRM. Dvigovanje temperature je potekalo z zvisevanjem za 0,1°C v 2 -
sekundnih intervalih od 65 - 95°C. Odgitavanje fluorescence je potekalo med fazo
podaljsevanja PCR reakcije in med analizo HRM na kanalu HRM.

3.4.4.3 Analiza rezultatov MS-HRM in potrjevanje z metodo sekvenciranja po Sangerju

Analizo rezultatov HRM smo izvedli s pomocjo programske opreme Rotor-Gene Q Series
Software 2.0.2 (Qiagen, Nemcija). Rezultati analize so bili na nekaj vzorcih potrjeni z
dolo¢anjem nukleotidnega zaporedja s sekvenciranjem po Sangerjevi metodi na
sekvenatorju DNA ABI Prism 310 (Applied Biosystems, ZDA). Postopek sekvenciranja je
ze opisan v poglavju 3.3.2. Za analizo uporabljeni zacetni oligonukleotidi so v Preglednica
5 oznaceni z *.

3.5 ANALIZA IZRAZANJA miRNA IN NJIHOVIH GOSTITELJSKIH GENOV Z
VERIZNO REAKCIIO S POLIMERAZO V REALNEM CASU (gPCR) TER
ANALIZA METILIRANOSTI PROMOTORJEV miRNA ALI GOSTITELJSKIH
GENOV

Z metodo verizne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu (angl. real-time PCR, gPCR) smo
preverili izrazanje izbranih miRNA. RNA smo izolirali na nacin, ki je opisan v poglavju
3.2.2, sledilo je obratno prepisovanje v komplementarno DNA (cDNA). To cDNA smo kot
vzorec uporabili pri reakciji qPCR, pri kateri smo uporabili za miRNA specifi¢ne
oligonukleotide (navajamo jih v Preglednica 6). Izrazanje posameznih miRNA v vzorcih
bolnikov smo primerjali z zdravimi osebami (t.i. referen¢na RNA) in tako dolocili
izrazanje posamezne miRNA glede na referencne vrednosti. MiRNA, ki so kazale znizano
izrazanje, so bile zanimive za nadaljnjo analizo. S spletnih baz podatkov miRIAD
(http://www.bioinfo.mochsl.org.br/miriad) in miRBase (http://www.mirbase.org/) smo
pridobili podatke o lokaciji miRNA (intergenske, intragenske). Intragenskim miRNA smo
z omenjenima orodjema dolocili gostiteljski gen in z metodo veriznega pomnoZevanja s
polimerazo v realnem casu (qPCR) preverili izrazanje le-tega. V primeru znizanega


http://www.bioinfo.mochsl.org.br/miriad
http://www.mirbase.org/

29

Vrabec K. Genetske in epigenetske spremembe, povezane z amiotrofi¢no lateralno sklerozo v slovenski populaciji.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Uni. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

izrazanja gostiteljskega gena smo nadalje preverili, ¢e je morda vzrok metiliranost
promotorja, kar smo preverili z metodo MS-HRM. Pri intergenskih miRNA pa smo prav
tako z metodo MS-HRM direktno preverjali metiliranost promotorja miRNA, v kolikor so
bili v promotorju prisotni CpG otocki.

3.5.1 Vzorciin izbrane miRNA

V analizo izrazanja miRNA smo vkljucili 84 bolnikov z amiotrofi¢no lateralno sklerozo.
Za analizo smo izbrali naslednjih 10 miRNA: let-7b, miR-9, miR-124a, miR-132, miR-
143, miR-206, miR-338, miR-451a, miR-638 in miR-663a.

3.5.2 Reakcija obratnega prepisovanja

Za obratno prepisovanje smo uporabili komplet miScript 1l Reverse Transcription Kit
(Qiagen, Nemcija). V reakcijo smo dodali 100 ng RNA, 2 ul reagenta 5x miScript HiFlex
buffer (omogoca prepis tako miRNA kot mRNA), 1 ul reagenta 10x miScript Nucleics
Mix, 1 ul reagenta miScript Reverse Transcriptase Mix, 0,33 ul reagenta Inhibitor RNase
in vodo do kon¢nega volumna 10 pl. Reakcija je potekala na termi¢nem ciklizatorju DNA
Engine (Biorad, ZDA) po priporocilih proizvajalca, in sicer 60 minut pri 37 °C in 5 minut
pri 95 °C. Dobljeno cDNA smo shranili pri — 20 °C.

3.5.3 Dolo¢evanje izrazanja miRNA s kvantitativhim PCR (qPCR) v realnem ¢asu
in statisticna analiza rezultatov

3.5.3.1 Reakcije gPCR

Reakcije qPCR smo izvedli z uporabo kompleta miScript Sybr Green PCR Kit (Qiagen,
Nemcija). Vse reakcije so potekale v volumnu 10 ul na aparatu Rotor Gene Q (Qiagen,
Nemcija). Glede na rezultate umeritvenih krivulj (reakcije so potekale v treh ponovitvah)
smo vzorce cDNA red¢ili v volumskem razmerju 1:100 in za vsako reakcijo uporabili 3 pl
(0,3 ng cDNA na reakcijo). V reakcijo smo dodali 5 ul reagenta 2x QuantiTect Sybr Green
PCR Master Mix, 1 ul univerzalnega zacetnega oligonukleotida (10x miScript Universal
Primer) in 1 pl zacetnega oligonukleotida, specificnega za izbrano miRNA (10x miScript
Primer Assay). Reakcije gPCR so potekale v dveh ponovitvah. Kot referen¢ne gene smo
izbrali gene RNU6B, SCARNAL17 in SNORA73A. Gen RNU6B smo uporabili tudi kot
kontrolo ponovljivosti med razli¢nimi serijami (angl. inter-run calibrator). Program
pomnozevanja je sledil priporoc¢ilom proizvajalca. Zacetni denaturaciji pri 95 °C 15 minut
je sledilo 40 ciklov; denaturacija pri 94 °C 15 sekund, naleganje zacetnih oligonukleotidov
pri 55 °C 30 sekund in podaljSevanje verige pri 70 °C 30 sekund. Sledila je analiza talilnih
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krivulj produktov PCR za namen preverjanja specifi¢nosti in identiteto pomnozenih
miRNA. Dvigovanje temperature je potekalo od 65 — 95 °C z zviSevanjem za 0,1 °C v 2 —
sekundnih intervalih. Odcitavanje fluorescence se je izvajalo med fazo podaljSevanja
reakcije PCR in med analizo talilnih krivulj na kanalu Green.

Preglednica 6: MiRNA in njihovi specifi¢ni zacetni oligonukleotidi, uporabljeni za qPCR
Table 6: MiRNAs and their specific primers used for g°PCR

Gen Zacetni oligonukleotid (5'- 3")
let-7b UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
miR-9 UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA

miR-124a UAAGGCACGCGGUGAAUGCC
miR-132 UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG
miR-143 UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC
miR-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG
miR-338 UCCAGCAUCAGUGAUUUUGUUG
miR-451a AAACCGUUACCAUUACUGAGUU
miR-638 AGGGAUCGCGGGCGGGUGGCGGLCU
miR-663a AGGCGGGGCGCCGCGGGACCGC

3.5.3.2 Statisti¢na analiza rezultatov

Podatke smo analizirali z metodo relativne kvantifikacije (Latham, 2010), pri kateri gre za
primerjavo izrazanja preu¢evane miRNA glede na izbrane referen¢ne gene. Za izraCun smo
uporabili prazne cikle (Ct) posameznih miRNA in referen¢nih genov. Pri tej metodi najpre;j
upostevamo ucinkovitost pomnozevanja; vrednosti preracunamo na 100 %-no ucinkovitost
pomnoZevanja. Sledil je izraCun ACt, ki je temeljil na razliki v praznih ciklih med miRNA
in referencnimi geni, pri ¢emer smo kot vrednost Ct referencnih genov upoStevali
geometrijsko povprecje vseh treh analiziranih genov (RNU6B, SCARNA17 in SNORA73A).

ACt = Ctpreu(:evana miRNA — Ctgeomean referencnih genov . (1)

Za izracun veckratnika sprememb izrazanja miRNA smo odsteli povprecni ACt referencne
RNA od ACt vzorca ALS in to razliko (AACt) z eksponentno funkcijo 2" pretvorili v
veckratnik sprememb (x).
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AACt= A Ctvzorec ALS — A Ctreferenénu RNA .. (2)

x = 2744ct ...(3)

Vrednosti AACt smo uporabili za statisticno analizo s programsko opremo SPSS ver. 20
(SPSS Inc., ZDA). Primerjali smo izrazanje miRNA glede na spol bolnikov, prisotnost
mutacije in glede na obliko bolezni (spinalna ali bulbarna). Uporabili smo parametri¢no
metodo t-test. Ce je bila vrednost p < 005, smo spremembe v izrazanju miRNA pri

preucevanih bolnikih v primerjavi z zdravimi (referen¢na RNA) opredelili kot statisticno
znacilne.

qPCR - qPCR

“\

d

qPCR qPCR

N\

T izrazanje izraZanje
g. gena g. gena

MS-HRM

Slika 10: Shematski prikaz analize izraZanja miRNA (vijoli¢éna podrogja) s qPCR in nadaljnje analize
izrazanja gostiteljskih genov (zeleno podrocje) ter analiza metiliranosti promotorjev (rdeca podro¢ja) miRNA
ali gostiteljskih genov z metodo MS-HRM. g. gen — gostiteljski gen miRNA.

Figure 10: A schematic illustration of miRNA (purple area) expression performed by qPCR, further analysis
of host gene (green area) expression and determination of promoter miRNA or host gene methylation status
(red area) by MS-HRM. g. gene — miRNA host gene.
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3.5.4 Dolocevanje izraZzanja gostiteljskih genov intragenskin miRNA

Za doloCevanje izrazanja gostiteljskih genov Clorf61l (miR-9), AATK (miR-338) in DNM2
(miR-638) smo uporabili metodo qPCR. Vse reakcije so potekale v volumnu 10 ul na
aparatu Rotor Gene Q (Qiagen, Nemcija). Glede na rezultate umeritvenih krivulj (reakcije
so potekale v treh ponovitvah) smo vzorce cDNA red¢ili v volumskem razmerju 1:100 in
za vsako reakcijo uporabili 3 ul (0,3 ng cDNA na reakcijo). V reakcijo smo dodali 5 pl
reagenta 2x Sybr Select Master Mix (Life Technologies, ZDA), 1 pnl zacetnih
oligonukleotidov 10x QuantiTect Primer Assay (Qiagen, Nemcija), specificnih za tar¢ni
gen in 1 pl vode brez RNaz. Kot referen¢na gena smo uporabili GAPDH in U6, pri ¢emer
smo GAPDH uporabili tudi kot kontrolo ponovljivosti na isti nac¢in kot RNU6B (specifi¢ni
zacetni oligonukleotidi so navedeni v Preglednica 7). Reakcije so potekale v dveh
ponovitvah po priporo¢ilih proizvajalca. Najprej je potekla inkubacija pri 50 °C 2 minuti,
nato zacetna denaturacija pri 95 °C 2 minuti. Tema dvema korakoma je sledilo 40 ciklov;
denaturacija pri 95 °C 15 sekund in naleganje zacetnih oligonukleotidov ter podaljSevanje
verige v enem koraku pri 60 °C 1 minuto. Sledila je analiza talilnih krivulj produktov PCR
za namen preverjanja specificnosti in identiteto pomnozenih mRNA. Dvigovanje
temperature je potekalo od 65 — 95 °C z zviSevanjem za 0,1 °C v 2 — sekundnih intervalih.
Odcitavanje fluorescence se je izvajalo med fazo podaljSevanja reakcije PCR in med
analizo talilnih krivulj na kanalu Green.

Statisti¢na analiza je potekala enako, kot je ze opisano v poglavju 3.5.3.2. Kot referencna
gena smo uporabili GAPDH in U6, pri ¢emer smo kot vrednost Ct referen¢nih genov
upostevali geometrijsko povprecje obeh analiziranih genov.

Preglednica 7: Specifi¢ni zacetni oligonukleotidi za referen¢na gena GAPDH in U6.
Table 7: Specific primers for reference genes GAPDH and U6.

Gen Zacetni oligonukleotid (5'- 3") F/R

CTGGTAAAGTGGATATTGTTGCCAT
TGGAATCATATTGGAACATGTAAACC
CTCGCTTCGGCAGCACA
AACGCTTCACGAATTTGCGT

GAPDH

u6
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3.5.5 Dolo¢evanje metilacijskega statusa promotorjev intergenskin miRNA z
ZniZanim izraZanjem in promotorjev gostiteljskih genov miRNA z zniZanim
izrazanjem z metodo MS-HRM

Z metodo MS-HRM smo doloc¢evali metilacijski status promotorjev treh intergenskih
miRNA (let-7b, miR-663a in miR-124a), ki so pokazale znizano izrazanje in imajo v
promotorju prisotne CpG otocke (Preglednica 8). Prav tako pa smo doloc¢evali metilacijski
status promotorja gostiteljskega gena miR-338 AATK, ki je pokazal znizano izraZanje.
Celotna metoda doloc¢evanja metilacijskega statusa promotorjev je potekala enako, kot je
ze opisano v poglavju 3.4.4. Rezultate smo prav tako potrjevali z metodo sekvenciranja po
Sangerju, kar je tudi opisano v omenjenem poglavju. Ustrezni oligonukleotidni zacetniki,
ki smo jih uporabili pri metodi MS-HRM in pri sekvenciranju, so navedeni v Preglednica
8.

Preglednica 8: Specifi¢ni zacetni oligonukleotidi za dolodevanje metilacijskega statusa promotorskih regij
MiRNA z metodo MS-HRM ter dolzina produkta PCR in temperaturo naleganja. *zacetni oligonukleotid za
sekvenéno reakcijo.

Table 8: Specific primers for MS-HRM methylation status analysis, length of PCR product and annealing
temperature. *primer used for sequencing.

Gen Zacdetni oligonukleotid (5'- 3") F/R Dolzina PCR | 1,5, (oC)
produkta (bp)
*
let-7b TTTTTTTGGTTGGTGGTTTTTT 143 55
ACCACACRCACCAAAAAC
*
miR-663a GGTGGGGAGTGTGATTTATTTT 69 55

TACCCCAAAACACACCTCTTAA
GATGGGGGAGAATAAAGAGTTT™*

miR-124a 99 55
AAAAAAAAACCACAACATCCTC

AATK TTTAAAGGGTATGGGGTGG 74 55

TACTCAAAAACCCTCRCCT
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4 REZULTATI

4.1 BOLNIKI IN NJIHOVI KLINICNI PODATKI

V raziskavo je bil vklju¢en 101 bolnik s klini¢no diagnosticirano boleznijo ALS, 51 Zensk
in 50 moskih. Povprecna starost ob postavitvi diagnoze bolezni je 63 let (= 11,6 leta).
Povprec¢na doba trajanja bolezni je bila pri 43 bolnikih 3 leta. 74 bolnikov (73 %) ima
spinalno obliko bolezni, preostalih 27 pa bulbarno. 6 bolnikov (6 %) ima pridruzene
simptome bolezni FTD, pri 3 bolnikih (3 %) so opazili znake Alzheimerjeve bolezni in pri
2 (2 %) simptome Parkinsonove bolezni. Vsi primeri razen enega (v Preglednica 9 oznacen
z *) so sporadi¢ni. Iz preglednice je razvidno tudi, kateri vzorci so bili na voljo za
posamezno analizo v nadaljevanju (G — gensko profiliranje, M — analiza metilacijskega
statusa, mi — analiza izrazanja miRNA).

Preglednica 9: Klini¢ni podatki bolnikov z ALS. Vzorci, ki so bili na voljo za gensko profiliranje (G — 85
vzorcev), analizo metilacijskega statusa (M — 95 vzorcev) in analizo izrazanja miRNA (mi — 84 vzorcev) so
obarvani sivo. * bolnik z dedno obliko ALS (FALS), * vzorci bolnikov, ki smo jih poslali na metilacijsko
profiliranje celotnega genoma na ¢ipu HiSeq 2000 Illumina, ZDA).

Table 9: Clinical data of ALS patients. Available samples for genetic profiling (G — 85 samples),
methylation status analysis (M — 95 samples) and miRNA expression analysis (mi — 84 samples) are shown
in grey. * patient with familial ALS (FALS), * DNA samples of patients analysed on HiSeq 2000 chip
(Mumina, USA) whole genome methylation profiling.

Starost ob

postavitvi Oblika
Bolnik | Spol diagnoze (leta) bolezni G | M| mi
1 7 56 spinalna
2 7 66 bulbarna
3 M 60 bulbarna
4 7 71 spinalna
5 7 76 spinalna
6 7 51 spinalna
7 M 37 spinalna
8" M 52 spinalna
o* Z 56 bulbarna
10 7 44 spinalna
11 M 84 spinalna
12 M 67 spinalna
13 M 66 spinalna
14 M 46 spinalna
15 M 40 spinalna
16 M 48 bulbarna

se nadaljuje...
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Nadaljevanje preglednice 9: Klini¢ni podatki bolnikov z ALS.
Continuation of table 9: Clinical data of ALS patients.

Starost ob
postavitvi Oblika
Bolnik | Spol diagnoze (leta) bolezni mi
17 Z 68 bulbarna
18 M 54 spinalna
19 7 80 spinalna
20 M 52 spinalha
21 M 43 spinalha
22 V4 65 spinalna
23 M 78 spinalha
24 M 49 spinalha
25 7 59 spinalna
26 7 67 spinalna
27 7 54 spinalna
28 M 58 spinalna
29 4 51 spinalna
30 V4 82 bulbarna
31 7 77 bulbarna
32 V4 58 bulbarna
33 Z 62 spinalna
34 M 61 spinalna
35 M 64 spinalna
36" 7 60 spinalna
37 M 69 spinalna
38 7 82 bulbarna
39 M 62 spinalna
40 M 71 spinalna
41 M 56 spinalna
42 M 40 spinalna
43 Z 68 spinalna
44 7 68 bulbarna
45 M 61 spinalna
46 M 75 spinalna
47 7 52 spinalna
48 M 82 spinalna
49 7 89 spinalna
50 7 76 bulbarna
51 M 63 spinalna
52 Z 70 spinalna
53 M 75 spinalna
54 Z 81 spinalna
55 M 67 spinalna
56 V4 70 spinalna
57 M 58 bulbarna
58 V4 63 spinalna

se nadaljuje...
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Nadaljevanje preglednice 9: Klini¢ni podatki bolnikov z ALS.
Continuation of table 9: Clinical data of ALS patients.

Starost ob
postavitvi Oblika
Bolnik | Spol diagnoze (leta) bolezni mi
59 M 67 spinalna
60 M 67 bulbarna
61 7 57 spinalna
62 M 55 spinalha
63 M 46 spinalna
64 V4 72 bulbarna
65 M 46 spinalna
66 Z 55 bulbarna
67 M 66 spinalna
68 M 39 spinalna
69 M 62 spinalna
70 7 65 spinalna
71 M 70 spinalna
72% M 38 spinalna
73 M 59 spinalna
74 7 80 bulbarna
75 M 60 spinalha
76 V4 65 spinalna
77 M 63 bulbarna
78 M 70 spinalna
79 7 77 bulbarna
80 7 85 bulbarna
81 7 45 spinalna
82 M 79 spinalna
83 M 60 bulbarna
84 M 50 spinalna
85 Z 62 bulbarna
86 M 75 spinalna
87 M 61 spinalna
88 Z 61 bulbarna
89 M 72 spinalna
90 V4 55 spinalna
91 7 62 bulbarna
92 7 66 bulbarna
93 Z 57 spinalna
94 Z 72 bulbarna
95 Z 70 bulbarna
96 * Z 57 spinalna
97 7 70 bulbarna
98 V4 58 spinalna
99 M 57 spinalna
100 7 52 spinalna
101 7 78 spinalna




37

Vrabec K. Genetske in epigenetske spremembe, povezane z amiotrofi¢no lateralno sklerozo v slovenski populaciji.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Uni. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

4.2 SPREMEMBE V GENIH SOD1, TARDBP, FUS IN CO9ORF72

Pri 85 bolnikih smo z metodo sekvenciranja po Sangerju v kodirajo¢ih regijah genov
SOD1, TARDBP in FUS odkrili 4 spremembe pri treh bolnikih (Preglednica 10 in Slika
11). V genu SOD1 smo zaznali 2 mutaciji, in sicer p.Vall4Met in p.Gly93Cys. V genih
FUS in TARDBP smo na$li 2 sinonimni zamenjavi, 1 v genu TARDBP (c.990A>G,
p.Leu330Leu) in 1 v genu FUS (c.1566G>A, p.Argb22Arg). Zamenjava v genu TARDBP
predhodno $e ni bila opisana in jo tako prvi¢ navajamo v svoji publikaciji (Vrabec in sod.,
2015). Odkrita je bila pri bolnici z mutacijo p.Gly93Cys v genu SOD1. Razsiritve
heksanukleotidnih ponovitev v prvem intronu gena C9ORF72 smo ugotovili pri 5-ih
bolnikih.

Preglednica 10: Genetske spremembe, ki smo jih zaznali pri bolnikih z ALS, in njihovi klini¢ni podatki. Fr.
— frekvenca zaznane spremembe, Sp — spol.

Table 10: Genetic changes detected in ALS patients and their clinical data. Fr. — frequency of genetic
change, Sp — gender (Z — female, M — male).

Oblika; starost ob
. Nukleotidna | Sprememba | Fr. zacetku; trajanje .
Bolnik Gen sprememba AK (%) Sp bolezni; pridruzeni vir
simptomi
y . Deng in sod.
26 c.43 G>A Vall4Met Z | spinalna; 67 let; 4+ let ( :
soD1 P 2,3 P 1995)
€.280 G>T p.Gly93Cys (Rosen, 1993)
29 Z | spinalna; 51 let; 5+ let i
TARDBP | ¢.990 A>G | p.Leu330Leu | 1,2 P (Vrab2e0c1|5n) sod.,
; . . (Ticozzi in
11 FUS c.1566 G>A | p.Argb22Arg | 1,2 | M| spinalna; 84 let; 1 leto sod., 2009)
8 M | spinalna; 52 let; 0.5 leta
36 7 | spinalna; 60 let; 6+ let
raz§iritev spinalna; 61 let; 2+ leti; | (Renton in sod.,
45 |COORFT2| eeaec 59 | M FTD 2011)
66 7 | bulbarna; 55 let; 2 leti
71 M | spinalna; 70 let; 1 leto
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Slika 11: Genetske spremembe, najdene pri bolnikih z ALS v genih SOD1, FUS in TARDBP. V genu FUS
gre za sinonimno zamenjavo ¢.1566G>A, v genu TARDBP pa smo odkrili novo, prav tako sinonimno
zamenjavo ¢.990A>G, prvi¢ opisano v nasi §tudiji (Vrabec in sod., 2015).

Figure 11: Genetic changes of SOD1, FUS and TARDBP genes detected in ALS patients. Two synonymous
substitutions were detected, ¢.1566G>A in FUS gene and novel ¢c.990A>G in TARDBP gene, published in
our study (Vrabec et al., 2015).

4.3 METILACHSKI STATUS GENOV PRI BOLNIKIH Z ALS

4.3.1 Metilacijsko profiliranje celotnega genoma

Analiza metilacijskega profiliranja celotnega genoma na ¢ipu HiSeq (Illumina, ZDA) je
bila izvedena na 4-ih vzorcih bolnikov z ALS, v Preglednica 9 so oznaceni z *. Pri dveh
bolnikih (Zenska - 36 in moski - 8) smo predhodno pri genskem profiliranju zaznali
prisotnost razsiritve heksanukleotidnih ponovitev v genu C9ORF72, pri drugih dveh
(zenska - 9 in moski - 72) pa nismo zaznali sprememb v nobenem od 4-ih analiziranih
genov. Iz rezultatov smo po statisticni analizi dobili seznam kandidatnih genov, ki so bili
glede na tip promotorja (HCP, ICP in LCP) najbolj metilirani. Kot zanimive za nadaljnjo
analizo smo izbrali gene, ki:

e se pojavljajo kot metilirani pri vseh vzorcih;
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e se pojavljajo kot metilirani pri enem tipu promotorja;
e se pojavljajo kot metilirani pri bolnikih s prisotno razsiritvijo heksanukleotidnih
ponovitev v genu C9ORF72, ne pa pri bolnikih brez zaznane mutacije in obratno.

HCP ICP
Co+ Co-
PTK6
TP73
KIR2DS4
MAB21L2
PYCRL
LCP
Co+ Co-

TERT
TFDP1
AGAP2
KCNJ14
PRKCZ

Slika 12: Shematski prikaz izbora genov za validacijo z metodo MS-HRM glede na izbrane kriterije. HCP,
ICP in LCP so tipi promotorjev glede na gostoto CpG dinukleotidov. C9+ sta vzorca 8 in 36 z detektirano
spremembo v genu COORF72, C9- pa vzorca 9 in 72 brez zaznanih sprememb v 4-ih analiziranih genih.
Figure 12: A schematic illustration of gene selection for MS-HRM analysis according to chosen criteria.
HCP, ICP and LCP are promoter types according to CpG dinucleotide density. C9+ are samples 8 and 36
with detected repeat expansion in COORF72 gene, C9- are samples with no detected genetic change in none
of the four analysed genes.

Za vse gene, ki so ustrezali zgornjim omejitvam, smo v spletnih bazah podatkov poiskali
podatke o vlogi, funkciji, morebitni vpletenosti v procese nevrodegeneracije, apoptoze ali
ze znane povezave s katero od bolezni, ki je podobna ALS. Ena taks$nih bolezni je miSi¢na
distrofija obraznih miSic in miSic zgornjega dela hrbta (angl. facioscapulohumeral
muscular dystrophy, FSHD). Z upostevanjem omenjenih kriterijev, smo izmed vseh
kandidatnih genov za validacijo metiliranosti njihovih promotorjev z metodo MS-HRM
izbrali 14 genov (Slika 12 in Preglednica 11).
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Preglednica 11: Seznam izbranih 14 genov skupaj z znacilnostmi, ki so razlog za njihov izbor za nadaljnjo
validacijo metilacijskega statusa promotorjev z metodo MS-HRM skupaj z rezultati (M — metiliran, N —
nemetiliran). Navajamo tudi tip promotorja gena in pri katerih vzorcih je bila zaznana metilacija. C9+ sta
vzorca 8 in 36 z detektirano spremembo v genu C9ORF72, C9- pa vzorca 9 in 72 brez zaznanih sprememb v
4-ih analiziranih genih.

Table 11: List of 14 genes together with their functions for which they were chosen for further analysis with
MS-HRM together with results (M — methylated, N — unmethylated). The table also provides promoter type
and samples found to have methylated promoters. C9+ are samples 8 and 36 with detected repeat expansion
in COORF72 gene, C9- are samples with no detected genetic change in any of four genes analysed.

Gen Vloga, znaé&ilnosti Tip promotorja | Vzorci | M/N

DUX4 normalno utiSan, zviSano izrazanje v mioblastih pri FSHD HCP, LCP vsi M

FRG1 zvi$ano izrazanje pri FSHD ICP Vsi N

PTKG6 vloga pri celi¢ni diferenciaciji in apoptozi HCP C9- N
vloga pri antiapoptoti¢nih uéinkih zivénega rastnega faktorja,

AGAP2 zviSano izraZanje v rakavih celicah LCP Co+ M

KCNJ14 verjetno ima vlogo pri kontroli vzburjenosti motori¢nih Lcp Co+ M
nevronov

TFDP1 transkripcijski kofaktor v (zivenih) celicah LCP Co+ N

NRTN spodbuja prezivetje populacij zivénih celic ICP Co+ M

NTE3 nadzira preZzivetje in diferenciacijo nevronov, pri odraslih naj ICP Co+ N
bi bil vpleten v procese vzdrzevanja zivénega sistema

P73 Xpllg/a na apoptozo, ki je verjetni patogeni mehanizem pri ICP Co- N

PRKCZ potreben za diferenciacijo akson-dendrit, del nevrotrofinske HCP. LCP Co+ N
signalne poti :
povezan s sindromom Klippel-Feil, ki povzro¢a spremembe v

KIR2DS4 | glavi, kosteh, misicah, mozganih, hrbtenjaci, v rokah, nogah HCP C9- M
in prstih

PYCRL pq\v/favzanV; boleznijo giratna atrofija, pri kateri se pojavlja HCP Co- M
miSicna Sibkost

TERT povezan z ponovno aktivacijo telomeraze, kar prepreci LCP Co+ M
nevrodegeneracijo

MAB21L2 | verjetno vpleten v razvoj zivénega sistema ICP C9- M

4.3.2 Analiza metilacijskega statusa promotorjev z metodo MS-HRM in
sekvenciranjem po Sangerju

Z uporabo metode MS-HRM smo pri bolnikih z ALS dolocevali prisotnost metiliranih
odsekov v promotorjih 14-ih izbranih genov, ki so skupaj z rezultati navedeni v
Preglednica 11. V genih DUX4, AGAP2, KCNJ14, NRTN, KIR2DS4, PYCRL, TERT in
MAB21L2 so bili preiskovani odseki v promotorju metilirani, v genih FRG1, PTKS®,
TFDP1, NTF3, TP73 in PRKCZ pa nemetilirani pri vseh vzorcih bolnikov z ALS.
Rezultate smo potrdili tudi z metodo sekvenciranja po Sangerju. Analiza metilacijskega
statusa je na primeru gena TFDP1 prikazana na Slikah 13 in 14.
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Slika 13: Primer analize gena TFDP1 z metodo MS-HRM. Vidna je zelo visoka razlika v talilni temperaturi
med nemetiliranimi vzorci in 100 % metilirano pozitivno kontrolo. X os — talilna temperatura, Y os —
intenziteta fluorescence.

Figure 13: Example of MS-HRM analysis of TFDP1 gene. Melting temperatures between unmethylated
samples and 100 % methylated positive control differ greatly. X axis — melting temperature, Y axis —
fluorescence intensity.
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C CTG GG GTGTG
81 91 101

Slika 14: Potrditev rezultatov MS-HRM z metodo sekvenciranja po Sangerju za gen TFDP1. A — nemetiliran
vzorec, B — 100 % metilirana pozitivna kontrola. Prikazan je isti odsek zaporedja.

Figure 14: Sanger sequencing of TFDP1 gene form MS-HRM results conformation. A - unmethylated
sample, B — 100 % methylated positive control. Sequence shown in A and B is in identical position.

4.4 ANALIZA IZRAZANJA miRNA IN NJIHOVIH GOSTITELJSKIH GENOV

4.4.1 lzrazanje miRNA v vzorcih bolnikov z ALS in rezultati statisti¢ne analize

Za analizo izrazanja miRNA v vzorcih bolnikov z ALS smo izbrali 10 miRNA, ki jih
navajamo v Preglednica 12 skupaj z rezultati izrazanja posamezne miRNA z metodo
gPCR. Vse analizirane miRNA smo primerjali glede na referenéno RNA (zdravi
posamezniki). Relativno vrednost izrazanja (RVI) miRNA smo dolo¢ili kot 2AACt
Navajamo tudi regijo, v kateri se miRNA nahaja in v primeru intragenske miRNA tudi njej
gostiteljski gen ter morebitno prisotnost CpG otoc¢kov v promotorju gostiteljskega gena, za
intergenske miRNA pa prisotnost CpG otockov v promotorju miRNA.
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Preglednica 12: Seznam analiziranih miRNA z metodo gPCR s pripadajo¢o regijo. Za intragenske miRNA
navajamo tudi njen gostiteljski gen in prisotnost CpG otocka v promotorju gostiteljskega gena oziroma v
promotorju miRNA v primeru intergenske miRNA. *na podlagi rezultatov izrazanja izbrane miRNA za
nadaljnje analize.

Table 12: List of analysed miRNA and their regions. Host gene is provided for intragenic miRNA and also
the presence of CpG island in the promoter of host gene or the presence of CpG island in the promoter of
intergenic mMiRNA. *miRNA chosen for further analysis on the basis of gPCR result analysis.

- Gostiteljski gen;
Izrazanje .
mMiRNA Simbol mMiRNA z Regija prisotnost CpGv Vir
metodo qPCR gostltelj'skem
genu/miRNA
let-7b hsa-let-7b veéinoma zvi$ano | intergenska | CpG prisoten s(cijgriiz'[éllg])
. . 1/2 zvisano, . Clorf6l; ni CpG v (Zhou in
MiR-9* hsa-mir-9-1 1/2 znizano intragenska promotorju sod., 2013)
miR-132 hsa-mir-132 zvi$ano intergenska | CpG prisoten S(Olaunggllg)
miR-206 hsa-mir-206 zvi$ano intergenska | ni CpG v promotorju (;/(\)/cljljlggloss;)n
(Freischmidt
miR-638* | hsa-mir-638 zvi§ano intragenska | DNM2; CpG prisoten insod.,
2014)
miR-663a* | hsa-mir-663a }g 222?12 intergenska | CpG prisoten S(OBdL.J,raZtgll(I)ﬁ')
(Marcuzzo
miR-124a* | hsa-mir-124-1 | znizano intergenska | CpG prisoten insod.,
2014)
(Freischmidt
miR-143 hsa-miR-143 znizano intergenska | ni CpG v promotorju insod.,
2013)
(De Felice
miR-338* | hsa-mir-338 veéinoma znizano | intragenska | AATK; CpG prisoten in sod.,
2014)
(De Felice
miR-451a | hsa-mir-45la | vecinoma znizano | intergenska | ni CpG v promotorju insod.,
2012)

Zaznali sSmo znizano izrazanje miR-143 pri vseh vzorcih z izjemo enega. Znizano izrazanje
je pri vseh vzorcih bolnikov pokazala tudi miR-124a, medtem ko smo pri let-7b (z izjemo
5-ih vzorcev), pri miR-132 (z izjemo 1 vzorca) in pri miR-638 zaznali zvisano izrazanje pri
bolnikih z ALS. Izrazito zvisanje izrazanja je pokazala miR-206, ki jo zaradi visje relativne
vrednosti izrazanja prikazujemo lo¢eno (Slika 15). Pri miR-9, miR-338, miR-451a in miR-
663a pa smo zaznali razli¢no izrazanje med vzorci. Njihove relativne vrednosti izraZzanja
prikazujejo Slike 16, 17 in 18.


http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000063
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000466
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000490
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0003653
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0003672
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Slika 15: Relativne vrednosti izrazanja (RVI) miRNA na vzorcih bolnikov z ALS. Vsi rezultati so primerjani
glede na referenéne vzorce zdravih posameznikov. MiR-206 ima izrazito zvisano izraZanje pri vseh vzorcih
bolnikov (levo). Zvisano izraZanje se je pokazalo tudi pri let-7b (z izjemo 5-ih vzorcev), pri miR-132 (z
izjemo 1 vzorca) in pri miR-638, medtem ko sta miR-143 (z izjemo 1 vzorca) in miR-124a znizano izraZeni

(desno).

Figure 15: Relative expression (RVI) of miRNA of ALS patients. The results are normalized to reference
RNA of healthy controls. MiR-206 is up-regulated greatly in all samples of ALS patients (left). Let-7b
(except 5 samples), miR-132 (except 1 sample) and miR-638 were also up-regulated while miR-143 (except
1 sample) and miR-124a were down-regulated (right).

Relativna vrednost izraZanja miR-9 (RVI)

-10
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Slika 16: : Relativne vrednosti izrazanja (RVI) miR-9. Vsak stolpec predstavlja enega bolnika z ALS.
Figure 16: Relative expression (RVI) of miR-9. Each column represents one ALS patient.
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Slika 17: Relativne vrednosti izrazanja (RVI) miR-338 (A) in miR-663a (B). Vsak stolpec predstavlja enega
bolnika z ALS.

Figure 17: Relative expression (RVI) of miR-338 (A) and miR-663a (B). Each column represents one ALS
patient.
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Slika 18: Relativne vrednosti izrazanja (RVI) miR-451a. Vsak stolpec predstavlja enega bolnika z ALS.
Figure 18: Relative expression (RVI) of miR-451a. Each column represents one ALS patient.

Spremembe v izrazanju MIRNA smo statistino ovrednotili. Uporabili smo parametri¢no
metodo t-test in statisti¢ni test Mann-Whitney za neparne vzorce. Primerjali smo izrazanje
posamezne mMiRNA glede na spol bolnikov, prisotnost mutacije in glede na obliko bolezni
(spinalna ali bulbarna). Ce je bila vrednost p < 0,05, smo spremembe Vv izraZzanju miRNA
pri preuc¢evanih bolnikih v primerjavi z zdravimi (referencna RNA) opredelili kot
statisticno znacilne. Pri vseh vzorcih smo primerjali vrednosti AACt. Izrazanje miR-143 se
statisticno znacilno razlikuje med moskimi in zenskami (Slika 19), in sicer je pri moskih
RVI statistiéno zna¢ilno niZja kot pri Zenskah (p=0,001). Stevilo bolnic in bolnikov je
enako (42 Zensk in 42 moskih). Pri ostalih miRNA za izbrane parametre (spol, prisotnost
mutacije in oblika bolezni) nismo nasli statisti¢no znacilnih razlik.
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Slika 19: Relativne vrednosti izraZzanja (RVI) miR-143 po spolu. Pri moskih se miR-143 statisti¢no znacilno
izraza manj kot pri zenskah (p =0,001). Stevilo bolnic in bolnikov je po spolu enako (42 Zensk in 42 mogkih).
Figure 19: Relative expression (RVI) of miR-143 according to gender. miR-143 is significantly more down-
regulated in male patients compared to female (p=0,001). Number of females equals male patients (42
females and 42 males).

V nadaljevanju smo glede na dobljene rezultate analize z metodo qPCR izbrali miRNA, ki
imajo znizano izrazanje. Za intragenske miRNA nas je zanimalo izrazanje njihovega
gostiteljskega gena, intergenskim pa smo z metodo MS-HRM dolo¢ili metilacijski status
promotorja v kolikor je imela miRNA prisoten CpG otocek v promotorju. Odlocili pa smo
se tudi za doloCevanje izrazanja gostiteljskega gena DNM2 Kljub dejstvu, da je njegova
miR-638 pokazala zvisano izrazanje (v Preglednica 12 so z * ozna¢ene miRNA, ki smo jih
nadalje analizirali).

4.4.2 IzraZanje gostiteljskih genov CIORF61, DNM2 in AATK intragenskih miRNA

Intragenskima miRNA, ki smo jima z metodo qPCR dolo¢ili znizano izrazanje, sta miR-9
in miR-338, mMiR-638 pa je pokazala zvisano izrazanje v vzorcih bolnikov ALS.
Gostiteljski gen miR-9 je gen C1ORF61, miR-338 se nahaja znotraj gena AATK, miR-638
pa znotraj gena DNM2. Gen C10RF61 se ne izraza v krvnih vzorcih bolnikov z ALS, prav
tako ne na referencni RNA, tako da zanj nismo mogli narediti analize izrazanja. Pri genih
AATK in DNM2 pa smo po analizi s gPCR zaznali znizano izrazanje pri vseh bolnikih z
ALS v primerjavi z zdravimi posamezniki. Relativno vrednost izrazanja (RVI) obeh genov
prikazuje Slika 20. Iz rezultatov je razvidno, da se gen AATK znizano izraza tudi pri
bolnikih, pri katerih je miR-338 pokazala zvisano izrazanje (n=10). MiR-638 in njen
gostiteljski gen DNM2 pa sta obratno izrazena, saj je bila miRNA zviSano izrazena, njen
gostiteljski gen pa ima znizano izrazanje pri vseh bolnikih z ALS. Spremembe v izrazanju
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gostiteljskih genov smo statisticno ovrednotili enako kot pri miRNA glede na spol,
prisotnost mutacije in obliko bolezni, vendar statisticno znacilnih razlik nismo zaznali.

DNM2 AATK

|
. e

Relativna vrednost izrazanja (RVI)

(n=84)

Slika 20: Relativne vrednosti izrazanja (RVI) gostiteljskih genov DNM2 (miR-638) in AATK (miR-338).
Figure 20: Relative expression (RVI) of miRNA host genes DNM2 (miR-638) and AATK (miR-338).

4.4.3 Analiza metilacijskega statusa promotorja gena AATK in intergenskih miRNA

V nadaljevanju nas je zanimalo, ali je zniZano izrazanje gostiteljskega gena AATK miR-
338 posledica metiliranega promotorja gena. Ugotovili smo, da je promotor gena AATK
metiliran. Z istim razlogom pa smo dolocevali tudi metilacijski status promotorjev
intergenskih miRNA, in sicer miR-663a in miR-124a. Pomnozeni promotorski regiji obeh
MIiRNA sta se izkazali za nemetilirani. VVse analize smo izvedli z metodo MS-HRM,
rezultate pa potrdili z metodo sekvenciranja po Sangerju.



49

Vrabec K. Genetske in epigenetske spremembe, povezane z amiotrofi¢no lateralno sklerozo v slovenski populaciji.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Uni. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

5 RAZPRAVA

5.1 ANALIZA SPREMEMB V GENIH SOD1, FUS, TARDBP IN C90RF72 PRI
BOLNIKIH Z ALS

Na prisotnost sprememb v genih SOD1, FUS, TARDBP IN C90ORF72 smo analizirali 85 od
skupno 101 bolnika z ALS. Ta $tudija predstavlja prvo raziskavo na vzorcih slovenskih
bolnikov, od Kkaterih vsi z izjemo enega spadajo v skupino sporadi¢nih primerov, Saj ne
izpolnjujejo kriterijev za dedno obliko bolezni (Byrne in sod., 2011). Opazili smo enako
zastopanost po spolu (Z=51, M=50), éeprav navadno moski zbolijo pogosteje kot Zenske
(M:Z=1,25) (Logroscino in sod., 2010). Pri moskih porodajo tudi o pogostejsi spinalni
obliki bolezni (Logroscino in sod., 2010), s ¢imer se skladajo tudi nasi rezultati, kjer ima le
12 % moskih (6 bolnikov) bulbarno obliko bolezni.

Z metodo sekvenciranja po Sangerju smo zaznali 4 spremembe v genih SOD1, TARDBP in
FUS pri skupno treh bolnikih, od tega v genu SOD1 2 spremembi, p.Vall4Met (Deng in
sod., 1995) in p.Gly93Cys (Rosen, 1993). Pri bolniku z mutacijo p.Gly93Cys smo odkrili
tudi Se neopisano nukleotidno spremembo ¢.990A>G v genu TARDBP, ki pa nima vpliva
na aminokislino (p.Leu330Leu). Ta sinonimna zamenjava je o€itno izredno redka, saj ni
navedena v splo$no dostopnih spletnih bazah podatkov, kot so dbSNP in 1000 Genomes,
prav tako pa ni prisotna pri nobenem od 6503 posameznikov, ki sestavljajo eksomsko bazo
podatkov Exome Variant Server. Analiza in silico s programom ESEfinder 3.0 (Smith in
sod., 2006a) je pokazala, da bi sprememba ¢.990A>G v genu TARDBP lahko vplivala na
proces izrezovanja intronov. Tockovne mutacije lahko pripeljejo do napa¢nega izrezovanja
pre-mRNA in tako lahko vodijo v bolezen. Tudi v primeru sinonimne zamenjave, ko zaradi
tockovne mutacije ne pride do spremembe aminokisline, posledice niso zanemarljive.
Lahko se spremeni stabilnost mRNA in posledi¢no koli¢ina proteinov (Nackley in sod.,
2006) ali pa se spremeni prepoznavno zaporedje za miRNA, ki vodi v porusenje
uravnavanja izrazanja tar¢nega gena (Hurst, 2006). Sinonimne zamenjave lahko vodijo v
razlike izraZanja zaradi fenomena razli¢ne rabe kodonov (angl. codon usage oziroma codon
bias). Tako imajo kodoni za isto aminokislino lahko razlicno frekvenco uporabe oziroma
tudi koncentracijo ustreznih tRNA, kar lahko vpliva na razlike v uc¢inkovitosti translacije.
Nekateri zadnji ¢lanki potrjujejo tudi ta vpliv (Park in sod., 2012). Tak$ne zamenjave lahko
vplivajo na vezavo eksonskih ojacevalcev izrezovanja intronov (ang. exonic splicing
enhacer, ESE), kar lahko vodi v preskakovanje eksonov (Cartegni in sod., 2003). Za
predvidevanje vpliva te spremembe na izrezovanje intronov smo uporabili Se program
NetGene2. To je predikcijsko orodje, ki s 95 % natan¢nostjo napove mesta izrezovanja
intronov (predvidi donorska in akceptorska zaporedja), pri ¢imer je vrednost lazno
pozitivnih rezultatov manjsa od 0,4 % (Brunak in sod., 1991; Hebsgaard in sod., 1996). Z
omenjenim orodjem smo preverili, kje se nahajajo mesta izrezovanja pri WT genu
TARDBP in v primeru nukleotidne zamenjave ¢.990A>G. NetGene2 v primeru omenjene
nukleotidne zamenjave predvideva nastanek dveh novih mest za izrezovanje. Ker pa so
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verjetnosti za tak nacin izrezovanja glede na rezultate orodja NetGene2 nizje kot pri WT,
obenem pa se primarno prepoznavno zaporedje ohrani, zaradi nukleotidne zamenjave
€.990A>G do sprememb v izrezovanju najverjetneje ne pride. V skladu z naSimi
predvidevanji je tudi fenotip nasega bolnika s spremembama p.Gly93Cys v genu SOD1 in
€.990A>G v genu TARDBP, ki je popolnoma primerljiv z dodobra ovrednotenimi
kliniénimi znaéilnostmi na vzorcu 20 bolnikov z dedno obliko ALS s prisotno mutacijo
p.Gly93Cys v genu SOD1 (Regal in sod., 2006).

V genu FUS smo pri enem bolniku nasli Ze opisano nukleotidno spremembo c¢.1566G>A
(Ticozzi in sod., 2009). Ker so to spremembo nasli tudi pri zdravih posameznikih, poleg
tega pa niso nasli nobenih razlik v izrazanju mRNA ali koli¢ini proteina med bolniki, Ki
imajo to spremembo in tistimi, ki je nimajo (Corrado in sod., 2010), te spremembe ne
pojmujemo kot razlog za bolezen.

Kot najpogostejsi genetski vzrok sporadicne bolezni ALS smo zaznali razSiritve
heksanukleotidnih ponovitev v 1. intronu gena CO9ORF72 (HREM), in sicer pri 5 od 85
bolnikov, kar znasa 5,9 %, o enakem delezu (6 %) porocajo tudi Smith in sod. (2013). Nasi
izsledki sovpadajo z rezultati Studije na vzorcih evropske populacije, ki poroc¢a o najvisjem
odstotku (8 %) pri prebivalcih Severne Evrope, nato pa odstotek vpletenosti omenjene
spremembe v genu C9ORF72 kot vzroku za bolezen pada proti jugu Evrope, kjer znasa le
Se 4,7 % (Fogh in sod., 2014). V Severni Italiji je vzrok za sporadi¢no obliko bolezni ALS
v genu C9ORF72 pri 5 % bolnikov (Ratti in sod., 2012; Bertolin in sod., 2014), na
Sardiniji, ki predstavlja izolirano populacijo, pa vi§jo, in sicer 6,5 % (Borghero in sod.,
2014).

Pri bolnikih z zaznano spremembo v genu CO9ORF72 naj bi bila oblika bolezni pogosteje
bulbarna kot spinalna (40 %) v primerjavi s preostalimi bolniki, kjer se bulbarna oblika
pojavi pri 25 % (Chio in sod., 2012). Na populaciji slovenskih bolnikov teh razlik nismo
zaznali; 20 % bolnikov s spremembo v genu C9ORF72 in 25 % preostalih bolnikov ima
bulbarno obliko ALS. Vzrok za ta odstopanja bi lahko bil relativno majhen vzorec
bolnikov, pri katerih smo izvajali analize. Prisotnost spremembe v genu COORF72 pri
nasih bolnikih ni vplivala na starost ob pojavu bolezni ALS, je pa zmanjsala dobo
prezivetja na 1,2 leta (p < 0,0001) in hkraten pojav bolezni FTD (en bolnik z mutacijo v
genu C90ORF72 tudi pridruzeno bolezen FTD), kar je skladno z ugotovitvami S$tudij
Cooper-Knock in sod. (2012) in Byrne in sod. (2012).

Mehanizem razvoja bolezni pri bolnikih z mutacijo v genu C9ORF72 ni popolnoma
pojasnjen. Nevrodegeneracija naj bi bila posledica nastanka toksi¢nega produkta, ali pa
protein zaradi mutacije izgubi svojo funkcijo. Delna haploinsufienca bi lahko bila vzrok,
saj naj bi intronske razSiritve povzrocile izgubo enega ali vseh alternativno izrezanih
transkriptov COORF72 (Delesus-Hernandez in sod., 2011; Renton in sod., 2011).
Nastajanje RNA vklju¢kov znotraj celicnega jedra (RNA toksi¢nost) pa nakazuje, da zaradi
te mutacije prihaja do napake pri izrezovanju intronov (Cooper-Knock in sod., 2012).
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Zanimiva je ugotovitev, da nastajata dva tipa RNA vklju¢kov, nekateri se prepisejo v
smerni (angl. sense), drugi pa v protismerni (angl. antisense) orientaciji. Na podlagi tega so
razvili protismerne oligonukleotide (angl. antisense oligonucleotide, ASO), ki ciljano
delujejo na RNA vkljucke v smerni orientaciji brez vpliva na izrazanje gena C9ORF72
(Bennett in Swayze, 2010; Lagier-Tourenne in sod., 2013). V drugi Studiji so na
pluripotentnih zarodnih celicah bolnikov z ALS, ki so jih diferencirali v nevronske celice.
uspeli ublaziti posledice bolezni ALS z omenjeno protismerno terapijo (Donnelly in sod.,
2013). Izsledki obeh Studij potrjujejo vpletenost mehanizma o pridobitvi toksi¢ne funkcije
RNA zaradi mutacije v C9ORF72 v nastanek bolezni ALS, rezultati pa nakazujejo, da bi se
takSen pristop lahko izkazal kot u¢inkovita ciljana terapija pri bolnikih z mutacijo v genu
CI90RF72.

Rezultati nase raziskave kazejo, da so mutacije v genih SOD1, FUS in TARDBP le redko
vzrok za sporadi¢no obliko bolezni, kar je v skladu z do sedaj izvedenimi Studijami (Chio
in sod., 2008; Guerreiro in sod., 2008; Lai in sod., 2011). Prav tako pa se z omenjenimi
raziskavami skladajo tudi nase ugotovitve glede pogostosti posameznih mutacij, in sicer v
genu SOD1 je bila ugotovljena frekvenca 2,3 %, v genih TARDBP in FUS pa v vsakem po
1,2 %. Gre za prvo tovrstno raziskavo najpogostejSih v ALS vpletenih genov v slovenski
populaciji. Skupno smo tako ugotovili 9 sprememb pri 8-ih bolnikih z ALS in pri 8,2 %
bolnikov nasli genetski vzrok za bolezen. Tovrstne Studije dolocevanja mutacij pri bolnikih
z ALS so pomembne predvsem z vidika razvoja ciljanih terapij v prihodnosti, saj bo
pomembna vsaka informacija. V tej smeri, kot je Ze zgoraj omenjeno, veliko obeta gen
CI90RF72, v fazi klini¢nih poskusov pa je tudi ze protismerna terapija pri bolnikih z ALS,
ki imajo prisotne mutacije v genu SOD1 (Smith in sod., 2006b; Miller in sod., 2013).

5.2 METILIRANOST GENOV PRI SLOVENSKIH BOLNIKIH Z ALS

Metilacija citozinov je kovalentna modifikacija DNA, ki vpliva na vezavo
transkripcijskega faktorja. UtiSanje gena pa lahko poteka tudi posredno s proteinsko
domeno MBD (angl. methyl-CpG binding domain), ki povzro¢i spremembe v strukturi
kromatina (Klose in Bird, 2006). Ob tem vedenju je jasno, da je stopnja utiSanja gena lahko
razlicna in odvisna od gostote CpG-jev v promotorju. Nekatere Studije celo trdijo, da
metiliranost promotorjev z visoko gostoto CpG-jev (HCP promotorji) ni nujno povezana z
utiSanjem gena, manj pa je znanega o povezavi metiliranosti promotorja z izrazanjem gena
za promotorje z nizko gostoto CpG-jev (LCP promotorji) (Boyes in Bird, 1992; Hsieh,
1994).

Rezultati metilacijskega profiliranja celotnega genoma so nam omogocili vpogled v
raznolikost metilacijskega statusa promotorjev med vzorci, in sicer smo za vsak preiskani
vzorec in tip promotorja izvedeli, katerih 200 genov je bilo v promotorju hipermetiliranih.
Analiza je bila izvedena na 4-ih vzorcih bolnikov z ALS, od Katerih sta 2 imela potrjeno
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mutacijo v genu C9ORF72, pri dveh pa nismo nasli mutacije v nobenem od preiskovanih
genov. Glede na te podatke smo pric¢akovali bolj enoten metilacijski profil med vzorci,
predvsem pa smo upali na morebitne razlike v metiliranosti promotorjev med vzorcema z
mutacijo v genu C9ORF72 in vzorcema brez najdene mutacije. Ta Kriterij smo poleg
drugih tudi upostevali pri izboru genov za nadaljnje raziskave. Problem analiz, kot je tudi
metilacijsko profiliranje celotnega genoma z metodo HiSeq, je namre¢ ogromna koli¢ina
podatkov, ki zahtevajo dobro bioinformatsko analizo. Rezultati tak$nih analiz tudi ne
izkljuCujejo sprememb v vzorcu metilacije, ki se normalno pojavlja s staranjem
(Hernandez in sod., 2011), prav tako pa nimamo podatka, kakSen je normalni status
promotorja doloCenega gena. Literatura je s takSnimi podatki zaenkrat Se dokaj skopa,
malo raziskav je bilo narejenih na podro¢ju metilacije, je pa tudi res, da je Stevilo genov, ki
bi lahko bili vpleteni v Stevilne bolezenske procese, ogromno. Poleg tega metode nove
generacije sekvenciranja zaradi Se vedno dokaj visokih cen nam niso dostopne za analize
vecjega Stevila vzorcev. Vprasljiva je tudi specifi¢nost, zato je validacija rezultatov na
vecjem Stevilu vzorcev skoraj nujna. Mi smo kot ustrezno metodo izbrali metilacijsko
specifi¢no analizo talilne krivulje pri visoki lo¢ljivosti (MS-HRM), ki jo odlikujeta prav
visoka specifi¢nost in obcutljivost in je tako ustrezna za zaznavanje metiliranih CpG
dinukleotidov v promotorjih izbranih genov (Wojdacz in Dobrovic, 2007). Z njo smo
preverili metiliranost promotorjev 14-ih genov, ki so se nam glede na njihovo funkcijo ali
morebitno vpletenost v procese nevrodegeneracije in apoptoze zdeli zanimivi za nadaljnje
raziskave (skupaj z razlogom za izbiro so navedeni v Preglednica 11). Promotorji HCP so
vecinoma nemetilirani celo takrat, ko se ne izrazajo (Bird 2002), medtem ko so promotorji
LCP pogosto metilirani, vendar ne nujno tudi utiSani. Promotorji ICP ne spadajo ne v eno,
ne v drugo skupino glede na tip promotorja, lahko so metilirani ali nemetilirani in zato
tvorijo svojo skupino (Weber in sod., 2007). Taksnih je med naSimi izbranimi geni 5, in
sicer so to geni NRTN, NTF3, TP73, FRG1 in MAB21L2. Taksni s promotorji HCP so 3-je,
PTK6, KIR2DS4 in PYCRL, medtem ko so v skupini LCP geni TERT, TFDP1, AGAP2 in
KCNJ14. Gena PRKCZ in DUX4 pa se glede na rezultate metilacijskega profiliranja
celotnega genoma uvrscata v kar dve skupini, in sicer v HCP in LCP.

DUX4 je normalno utiSan v vecini tkiv (Dandapat in sod., 2014), pri bolezni FSHD pa so
dokazali njegovo izrazanje (Yao in sod., 2014) in tudi hipometilacijo pri bolnikih s FSHD,
pri zdravih posameznikih pa je bil gen DUX4 hipermetiliran (Jones in sod., 2014).
Ugotovili so tudi, da DUX4 spodbudi izrazanje gena FRGI1, tako da gre za skupno
vpletenost obeh genov v pojav bolezni FSHD (Ferri in sod., 2015). Promotor gena DUX4
je bil pri nasih vzorcih z ALS metiliran, promotor gena FRG1 pa nemetiliran, kar kaze na
to, da pri bolezni ALS in FSHD verjetno ni skupnih molekularnih mehanizmov.

Promotorja genov KIR2DS4 in AGAP2 sta bila metilirana pri bolnikih z ALS z vsemi tremi
metodami, z metilacijskim profiliranjem ter MS-HRM in sekvenciranjem po Sangerju. Pri
genu KIR2DS4 so dokazali hipometilacijo pri bolnikih, ki so imeli transplantacijo
hematopoetskih celic (Gallez-Hawkins in sod., 2012), pri genu AGAP2 pa so Vv
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promotorskih regijah zaznali hipometiliranost pri raku trebusne slinavke (Zhao in sod.,
2014). Prav tako smo z vsemi tremi uporabljenimi metodami zaznali hipermetiliranost
promotorjev genov KCNJ14, NRTN, PYCRL MAB21L2 in TERT. Metiliranost promotorja
gena TERT je povezana z mozganskimi tumorji pri otrocih (Castelo-Branco in sod., 2013),
medtem, ko za gene KCNJ14, NRTN, PYCRL in MAB21L2 v literaturi nismo nasli
podatkov o metilacijskem statusu njihovih promotorjev. Ceprav smo v povezavi z ALS
prvi¢ v okviru te naloge dolocili hipermetiliranost promotorjev navedenih genov, pa ne
moremo trditi, da je tak vzorec metilacije vzrok ali posledica bolezni ALS. Z metodama
MS-HRM in sekvenciranjem po Sangerju so se preiskovani odseki omenjenih 5-ih genov
izkazali za hipermetilirane tudi pri vzorcu zdravih odraslih oseb (povprecna starost je 48
let), ki smo jih uporabili kot kontrolo.

Pri bolnikih z ALS so hipermetiliranost genoma v vzorcih krvi Ze zaznali in tudi dokazali,
da se pojavlja neodvisno od starosti bolnikov (Tremolizzo in sod., 2014). Na drugi strani
pa v promotorjih genov PRKCZ, PTK6, TFDP1, NTF3, TP73 in FRG1 z metodo MS-HRM
nismo zaznali metiliranosti CpG dinukleotidov in tako nismo potrdili rezultatov
pridobljenih z metodo HiSeq. Hipermetilacijo gena PRKCZ so povezali z diabetesom tipa
2 (Zou in sod., 2013), hipermetilacijo gena PTK6 z rakom na jaj¢nikih (Yu in sod., 2011),
prekomerno izrazanje gena TFDP1 pa z rakom na prsih (Moscovich in sod., 2013). Gen
NTF3 je pogosto hipermetiliran v povezavi z mosko neplodnostjo (Rajender in sod., 2011),
hipermetilacijo gena TP73 pa so zaznali na vzorcih mozganov oligodendroglialnih
tumorjev (Dong in sod., 2002). Ker so ti geni obiajno nemetilirani, so bili rezultati
metilacijskega profiliranja toliko bolj zanimivi za validacijo, vendar pa jih z metodo MS-
HRM nismo potrdili, s sekvenciranjem po Sangerju pa smo dobili potrditev o to¢nosti in
zanesljivosti rezultatov metode MS-HRM. Treba pa je poudariti, da ima tudi metoda MS-
HRM dolocene zahteve, ki smo jih morali upoStevati. Gre za natan¢no metodo, pri kateri je
izrednega pomena dolzina produkta PCR. Zacetne oligonukleotide smo kreirali tako, da so
pomnozevali relativno kratek del zaporedja bisulfitno pretvorjene DNA, saj smo s tem
povecali obcutljivost zaznave v razliki fluorescence. Ta namre¢ pokaze razliko med
talilnima temperaturama preiskovanih vzorcev. Veéje, kot je Stevilo GC parov, pri visji
temperaturi (melting temperature, Tm) se bo dvoverizna DNA razklenila (Dahl in
Guldberg, 2007). Zato smo morali pri kreiranju zacetnih oligonukleotidov poleg ostalih
zahtev (Li in Dahiya, 2002) omejiti Se dolzino produkta PCR. Z enim parom zacetnih
oligonukleotidov smo pokrili le nekaj CpG dinukleotidov, ne pa celotnega CpG otocka.

Izsledki naSe Studije so pomembni za nadaljnje raziskave na podrocju metilacije, Kjer
mnoga vprasanja Se vedno niso dobila odgovora. Podrocje je izredno Siroko, vendar pa je
hkrati po nasem mnenju tudi dovolj obetavno, da bi nadaljnje raziskave lahko doprinesle k
napredku v razumevanju poteka bolezni ALS in njenih mehanizmov. Ceprav je jasno, da
imajo spremembe v metilaciji vlogo tudi pri nevrodegenerativnih boleznih, Se vedno ne
vemo, kateri mehanizmi v te spremembe vodijo. Lahko bi bile spremembe v metilaciji tudi
odgovor organizma na nevrodegeneracijo, torej ne vzrok, ampak posledica.
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5.3 PROFIL IZRAZANJA miRNA PRI BOLNIKIH Z ALS

Po predvidevanjih naj bi se pri ¢loveku izrazalo vsaj tiso¢ razliénih miRNA,
bioinformatske analize pa kazejo, da naj bi miRNA sodelovale pri uravnavanju priblizno
30 % genov (Lewis in sod., 2005). Funkcijske studije potrjujejo, da miRNA sodelujejo pri
prakticno vseh preiskovanih celi¢nih procesih in da so spremembe v njihovem izraZzanju
tesno povezane z nastankom bolezni (Filipowicz in sod., 2008).

V okviru te naloge smo ugotavljali diferencialno izrazanje miR-9, miR-338, miR-638,
miR-663a, miR-124a, miR-143, miR-451a, miR-132, miR-206 in let-7b. Od nastetih
MIRNA, izraZzanje miR-9, miR-663a in miR-124a v krvnih celicah bolnikov z ALS do
sedaj Se ni bilo preiskovano. V nasi raziskavi smo tako izrazanje miRNA v levkocitih
poleg omenjenih treh miRNA prvi¢ zaznavali tudi pri miR-143, let-7b, miR-132 in miR-
206, ki so sicer bile ze analizirane v serumu bolnikov. Raziskave na podro¢ju izrazanja
miRNA v krvnih celicah bolnikov z ALS pripomorejo k razumevanju patogeneze bolezni
ALS in k odkrivanju novih biomarkerjev. Na krvnih vzorcih je znanje Se posebno
dobrodoslo zaradi dostopnosti in neinvazivnosti odvzema bioloSkega materiala tekom
zivljenja bolnika, v nasprotju z neeticnimi in zato nedostopnimi biopsijami mozganov in
hrbtenjace.

5.3.1 Izrazanje miR-9, miR-338 in miR-638 ter njihovih gostiteljskih genov
C10RF61, AATK in DNM2

Vecina miRNA pri €loveku lezi v intergenskih regijah, priblizno tretjina pa se nahaja v
intronih t.i. gostiteljskih genov (intragenske miRNA). Te so ve¢inoma v isti orientaciji kot
njen gostiteljski gen in zato najpogosteje tudi pod vplivom promotorja gostiteljskega gena
(Baskerville in Bartel, 2005). Tri od 10-ih, v tej Studiji analiziranih miRNA, so bile
intragenske, dve (miR-638 in miR-338) imata enako orientacijo kot njuna gostiteljska gena
(DNM2 in AATK), 1 pa nasprotno (miR-9; gen CLORF61). Tako sklepamo, da je razlog za
izrazanje miR-9 in hkratno neizrazanje njenega gostiteljskega gena C1ORF61 prav v
nasprotni orientaciji. Gen C1ORF61 je sicer vkljuéen v razvoj mozganov pri miskah,
verjetno pa sodeluje tudi pri razvoju zivénega sistema (Jeffrey in sod., 2000). MiR-9 je
mocno izrazena v zivénem sistemu (Lagos-Quintana in sod., 2002) in je pomemben
dejavnik v uravnavanju nevrogeneze. Njena vloga je uravnavanje rasti aksonov preko
regulacije translacije mRNA proteina MAP1B (Dajas-Bailador in sod., 2012). Sprememba
ekspresije miR-9 tekom razvoja motori¢nih nevronov vodi do spremenjenega podtipa
motori¢nega nevrona v piscancjih zarodkih (Otaegi in sod., 2011b). V tem modelu miR-9
posredno vpliva na razvoj in diferenciacijo nevronov v hrbtenjac¢i (Otaegi in sod., 2011a).
V hrbtenjaci transgenih misk z mutacijo p.Gly93Ala v genu SOD1 so ugotovili zvisano
izrazanje t¢ miRNA (Zhou in sod., 2013). Pri preiskovanih vzorcih slovenskih bolnikov z
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ALS pa je bila miR-9 pri 55-ih vzorcih slovenskih bolnikov z ALS znizano izrazena, pri
ostalih 29-ih pa zvisano izraZena.

MiR-338 se je znizano izrazala z izjemo 10-ih vzorcev. Njen gostiteljski gen AATK (angl.
apoptosis-associated tyrosin kinase) pa se je znizano izrazal pri vseh vzorcih, torej tudi pri
tistih 10-ih vzorcih, kjer se je miR-338 zvisano izrazala. V Studiji Gokey in sod. (2012) so
znotraj gena AATK nasli alternativni promotor, ki se nahaja malo niZje od vezavnega mesta
transkripcijskega faktorja SOX10. Ta vpliva na izrazanje ve¢ miRNA, vklju¢no z miR-338.
Ugotovili so, da so kraj$i transkripti, ki vkljucujejo tudi miR-338, odvisni od SOX10,
medtem ko je celoten transkript gena AATK neodvisen od transkripcijskega faktorja
SOX10. Izsledki te Studije nakazujejo, da izrazanje miR-338 uravnava tudi alternativni
promotor. V nasprotju z nasimi rezultati so druge Studije odkrile zviSano izrazanje miR-
338 tako v mozganskem tkivu (Shioya in sod., 2010), kot tudi v levkocitih, serumu in
hrbtenjaci (De Felice in sod., 2014) 72-ih bolnikov s sporadi¢no obliko ALS. Po drugi
strani pa v Studiji, v kateri so spremljali spremembe v izrazanju miR-338 in njenega
gostiteljskega gena AATK med potekom zorenja hipokampalnih nevronov pri podganah,
niso nasli korelacije v izrazanju miR-338 in gena AATK. Analiza dolo¢evanja zaporedja
neprevedljivih regij (angl. untranslated regions, UTR) mRNA gena AATK je razkrila
prisotnost dveh domnevnih vezavnih mest za miR-338. Zato avtorji sklepajo, da miR-338
lahko vpliva na raven mRNA gena AATK v nevronih. Gen AATK ima pomembno vlogo pri
diferenciaciji, apoptozi in potencialno tudi pri nevrodegeneraciji (Kos in sod., 2012).
Analiza metilacijskega statusa promotorja gena AATK je v na$i Studiji pokazala, da bi
zmanj$ano izrazanje omenjenega gena lahko bilo posledica metiliranosti promotorja.

Edina miRNA, pri kateri smo kljub njenemu zvisanemu izrazanju pri vseh vzorcih preverili
izrazanje gostiteljskega gena, je intragenska miR-638. Izkazalo se je, da je gen DNM2
(angl. dynamin 2), ki je njen gostiteljski gen, obratno izrazen kot miR-638; pri vseh
vzorcih se je znizano izrazal. Najverjetnejsi razlog za njuno obratno izrazanje je, da se
miR-638 in njen gostiteljski gen DNM2 ne prepisujeta iz istega promotorja kljub temu, da
je miRNA zapisana znotraj gena. Torej se v tem primeru, ko je gen znizano izrazen, iz
introna prepiSe le miRNA, gen pa ne, ker imata razlicen promotor in s tem zacetek
transkripcije (Kim in Kim, 2007; Ying in sod., 2008). Lahko pa na uravnavanje izraZzanja
gena DNM2 vpliva Se kakSna druga miRNA. Predikcijsko orodje TargetScan ta gen
namre¢ predvideva kot tarco tudi za miR-301 in in miR-130. V nasprotju z nasimi rezultati
sta dve Studiji nasli znizano izrazeno miR-638 v serumu pri bolnikih z dedno obliko ALS
(Freischmidt in sod., 2014) in tudi v levkocitih bolnikov s sporadi¢no obliko bolezni (De
Felice in sod., 2012). Znizano izrazanje gena DNM2 bi lahko imelo vpliv na patogenezo
bolezni ALS. DNM2 je namre¢ povezan s kar dvema boleznima, Charcot-Marie Tooth
nevropatijo in centronuklearno miopatijo. Avtorji ene ozmed $tudij so ugotovili, da izguba
funkcije gena DNM2 v skeletnih miSicah misk sprozi verigo $kodljivih vzporednih in
zaporednih dogodkov, med drugim v tak$nih miSicah prihaja do poskodb mitohondrijev,
nepravilnih povezav med miSico in zivcem ter do propadanja perifernih Zivcev.
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Spreminjajo se tudi miSi¢na vlakna, hkrati pa prihaja tudi do izgubljanja miSi¢ne mase
(Tinelli in sod., 2013). Vsi ti simptomi pa so znacilni tudi za bolezen ALS. Zanimivo je
tudi dejstvo, da si bolezni Charcot-Marie Tooth nevropatija in ALS ze delita mutacije v
enem skupnem genu, in sicer gre za gen FIG4 (Bird, 1993).

5.3.2 Izrazanje miR-663a in miR-124a ter miR-143 in miR-451a

Zapisi za intergenske miRNA se nahajajo samostojno, predvidoma neodvisno od drugih
genov. Tak$ne so miR-663a, miR-124a, miR-143 in miR-451a. Pri dveh miRNA, miR-
663a in miR-124a, smo v promotorjih nasli CpG otocek, kar nam je omogocilo preverjanje,
ali je metiliranost njunega promotorja morda vzrok za zniZano izrazanje omenjenih
mMIRNA. MiR-124a se je znizano izrazala pri vseh analiziranih bolnikih, medtem ko smo
pri miR-663a zaznali pri nekaterih zvisano, pri drugih pa znizano izrazanje. V S$tudiji
Buratti in sod. (2010) so dokazali zvisano izrazanje miR-663a, vendar so rezultati temeljili
na celi¢nih kulturah z utiSanim genom TARDBP. Izrazanje miR-124a je znizano v
hrbtenjac¢i misk z mutacijo p.Gly93Ala v genu SOD1 (Morel in sod., 2013). Promotorja
obeh miRNA, miR-663a in miR-124a, sta se v na$i raziskavi izkazala kot nemetilirana, iz
Cesar sklepamo, da metiliranost promotorja ni razlog za znizano izrazanje miR-663a in
miR-124a, ampak na njuno izrazenost vplivajo drugi mehanizmi.

Z mikromrezami so Felice in sod. (2012) preverjali izrazanje miRNA v vzorcih levkocitov
bolnikov z ALS. Med drugim so dokazali znizano izraZzanje miR-451a, s ¢imer sovpadajo
rezultati naSe raziskave. Omenjena MiRNA se je znizano izrazala pri 73-ih bolnikih od
skupno 84 analiziranih. Poleg miR-451a bi bila za nadaljnje raziskave zanimiva tudi miR-
143, ki se je pri vseh vzorcih z izjemo enega, znizano izrazala. Vendar pa niti miR-451a,
niti miR-143 v svojih promotorjih nimata prisotnih CpG otockov, kar kaze na dejstvo, da
morajo biti poleg metilacije v znizano izraZanje nekaterih miRNA vpleteni tudi drugi
mehanizmi. En izmed verjetnih je mehanizem ceRNA (angl. competing endogenous
RNA). CeRNA so prepisi RNA, ki vsebujejo miRNA odzivne elemente, na katere vezejo
mMIiRNA in tako posredno zmanjsajo njihovo koli¢ino (Salmena in sod., 2011).

Statisti¢no razli¢no izrazanje glede na spol se je pokazalo pri miR-143, in sicer se miR-143
statistiéno znacilno manj izraza pri moskih kot pri Zenskah. Znizano izrazanje miR-143 so
ze zaznali v serumu bolnikov s sporadi¢no obliko bolezni (Freischmidt in sod., 2013),
vendar pa ne porocajo o kak$nih razlikah v izrazanju med spoloma. Do te razlike bi lahko
prislo, ¢e bi bilo uravnavanje izrazanja miR-143 pod vplivom hormonov, tako kot je
naprimer izrazanje miR-122 pod vplivom testosterona (Delic in sod., 2010), prav tako pa
tudi misicno specificne miR-1 (Stauffer in sod., 2011) in miR-133a/b (Nielsen in sod.,
2013).
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5.3.3 Izrazanje let-7b, miR-132 in miR-206

Let-7b, miR-132 in miR-206 so pokazale zvisano izrazanje v vzorcih bolnikov z ALS z
izjemo 5-ih vzorcev z znizanim izrazanjem pri let-7b in 1 vzorca pri miR-132. Vse tri
mMiRNA so intergenske, v svojih promotorjih pa nimajo prisotnih CpG otockov.

Za razumevanje patogeneze pri bolezni ALS bi bilo potrebno poznati signaliziranje, ki
poteka med vlakni skeletne miSice in motoricnimi nevroni. Prav v to signaliziranje je
vpletena misi¢no-specifiéna miR-206, za katero so zvisano izrazanje dokazali na miSjem
modelu ALS, njeno pomanjkanje pa naj bi tudi pospesilo napredovanje bolezni (Williams
in sod., 2009). Zvisano izrazanje miR-206 pri ljudeh so pokazali tudi Russell in sod. v
vzorcih skeletnih misic (2013) ter Toivonen in sod. v serumu (2014). V serumu otrok z
Duchennovo misi¢no distrofijo so prav tako dokazali zviSano izrazanje miR-206 (Hu in
sod., 2014). Pri nasih bolnikih smo zvisano izrazanje miR-206 dokazali v krvnih celicah (v
levkocitih) pri vseh vzorcih, poleg tega pa je bila miR-206 tudi najmo¢neje izrazena od
vseh analiziranin miRNA. Izsledki vseh teh $tudij nakazujejo, da bi miR-206 lahko bila
potencialni neinvazivni biomarker. Zastavlja pa se tudi vprasanje, ali je zvi$ano izrazanje
miRNA posledica bolezni ali njen vzrok, oziroma kje v sosledju dogodkov se pojavljajo
spremembe v izrazanju te miRNA.

Rezultati izrazanja miR-132 so v skladu z ugotovitvami Studije, v kateri so pokazali
zvi$ano izrazanje miR-132 v mozganih podgan (Lungu in sod., 2013). MiR-132 posredno z
vplivom na taréne gene kot je acetilholinesteraza in TAU protein vpliva na morfologijo
nevronov in njihovo rast (Smith in sod., 2011). Ta miRNA naj bi se tudi moc¢no izrazala v
nevronih in bi zato lahko imela pomembno vlogo pri nevrodegenerativnih boleznih. Na
drugi strani pa Freischmidt in sod. (2013) porocajo o znizanem izrazanju miR-132 v
serumu bolnikov s sporadi¢no obliko ALS. Poro¢ajo o prav tako znizanem izrazanju let-7b
v serumu, kar je v nasprotju z naSimi rezultati, saj je bila tudi ta miRNA zvi$ano izraZena
pri prakticno vseh slovenskih bolnikih. Omenjene razlike v izraZanju so lahko posledica
razliénega izhodnega bioloSkega materiala. NaSe analize izraZanja so bile izvedene na
mMIRNA, izolirane iz levkocitov. Tu zaznavamo miRNA, Ki se izrazajo ob vnetnih procesih
in imunskem odgovoru. Pri izolaciji miRNA iz seruma pa se izolirajo tudi miRNA, ki se v
kri sproscajo iz apoptoti¢nega ali nekroti¢nega tkiva ter miRNA, ki se iz lizirajocih celic
ob koagulaciji sprostijo v kri. Gre torej tudi za izvencelicne miRNA in tiste, ki jih celice v
telesu sproséajo v krvni obtok (Wang in sod., 2012).

V prihodnje bi bilo na podro&ju bolezni ALS potrebno izvesti §¢ mnoge raziskave. Se
vedno ostaja pomembno podrocje ugotavljanje novih mutacij predvsem zaradi razvoja
ciljane terapije glede na okvarjeni gen. Pomembno bi bilo najti tudi morebitne
asimptomatske prenasSalce mutacij, ki bi morda lahko razlozili nekatere primere, Ki jih
sedaj vrednotimo kot sporadi¢ne. Ker je ALS bolezen, ki se pojavi v pozni odrasli dobi, bi
veljalo terapijo pri diagnosticiranih primerih uvajati Se pred pojavom simptomov bolezni.



58

Vrabec K. Genetske in epigenetske spremembe, povezane z amiotrofi¢no lateralno sklerozo v slovenski populaciji.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Uni. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

Da pa bi bilo vse to izvedljivo, moramo $e mnogo bolje razumeti patogenezo in razvoj
oziroma napredovanje bolezni ter mehanizme, ki so vkljuceni v njen nastanek. Poudarek
raziskav je tako tudi na in vitro Studijah in pa na funkcijskih Studijah. Ogromno je Se
neraziskanega in nejasnega v povezavi s to boleznijo, zato je bistvenega pomena iskanje
novih pristopov na ¢im vec¢jem Stevilu vzorcev. Pomembno se nam zdi tudi, da se posveca
raziskavam na krvi, saj ta zaradi neinvazivnosti predstavlja najustreznej$i bioloski material
tako za raziskave, kot tudi za diagnostiko bolezni ALS v prihodnosti.
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6 SKLEPI

Z metodo sekvenciranja smo pri 85 bolnikih z ALS v genu SOD1 nasli 2 Ze opisani
mutaciji, p.Vall4Met in p.Gly93Cys. Pri bolnici z mutacijo p.Gly93Cys smo v
genu TARDBP zaznali tudi novo nukleotidno spremembo c.990A>G, ki ne
spremeni aminokisline (p.Leu330Leu) in jo opisujemo v svoji publikaciji. Se eno
sinonimno zamenjavo ¢.1566G>A smo ugotovili v genu FUS, ki pa glede na
raziskave ni vzrok za bolezen ALS;

skupno smo odkrili 9 sprememb pri 8-ih bolnikih in tako nasli genetski vzrok pri
9,4 % bolnikih z ALS v slovenski populaciji

spremembe v genih SOD1 (2,3 %), FUS (1,2 %) in TARDBP (1,2 %) so zastopane
v podobnem delezu kot pri ostalih raziskavah;

raz§iritve heksanukleotidnih ponovitev v 1. intronu gena C9ORF72 smo analizirali
s kapilarno elektroforezo in omenjeno spremembo dokazali pri 5-ih bolnikih.
HREM v genu C90ORF72 je tako kot pri drugih Studijah, najpogostejsi genetski
vzrok za ALS tudi pri slovenski populaciji (5,9 %).

S temi rezultati lahko potrdimo postavljeno hipotezo: »Pogostost in razporeditev mutacij v
genih SOD1, FUS, TARDBP in C90ORF72 se pri slovenskih bolnikih z ALS ne bo bistveno
razlikovala od drugih evropskih populacij. Odkrili pa bomo kaksno novo spremembo, ki bo
znacilna za slovensko populacijo.«

Z metodo metilacijskega profiliranja celotnega genoma smo dobili informacijo o
hipermetiliranosti promotorjev genov pri izbranih bolnikih z ALS. Na podlagi
rezultatov smo izbrali 14 genov in jim dolo¢ili metiliranost promotorja z metodo
MS-HRM pri vseh v raziskavo vkljucenih bolnikih z ALS, rezultate pa potrdili z
metodo sekvenciranja po Sangerju;

zaznali smo hipermetiliranost promotorjev 8-ih genov, od teh za gene KCNJ14,
NRTN, PYCRL in MAB21L2 v literaturi nismo zasledili podatkov o njihovem
metilacijskem statusu, smo pa pokazali hipermetiliranost preiskovanih odsekov tudi
pri vzorcih zdravih odraslin. Tako sklepamo, da spremembe v metilaciji niso
posledica bolezni ALS, ampak bi lahko bile povezane s staranjem;

pri 6-ih genih pa metiliranosti njihovih promotorjev nismo potrdili.

Glede na dobljene rezultate lahko potrdimo naslednjo hipotezo: »Odkrili bomo spremenjen
metilacijski status nekaterih genov.«
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e 7 analizo qPCR smo preverjali izrazanje 10 miRNA, od Katerih je le pri miR-338,
miR-638 in miR-451a Ze bilo analizirano njihovo izrazanje v vzorcih levkocitov
bolnikov z ALS. Ugotovili smo spremenjeno izrazanje teh miRNA pri bolnikih z
ALS v primerjavi z zdravo populacijo, Stiri miRNA so se zvi$ano izrazale, dve
znizano, stiri MiRNA pa so pokazale razli¢no izrazanje;

e pri intragenski miR-338 z znizanim izrazanjem smo dokazali tudi zniZano izraZanje
njenega gostiteljskega gena AATK, kar bi lahko bila posledica metiliranosti
promotorja omenjenega gena,;

e preverili smo tudi izrazanje gostiteljskega gena DNM2 miR-638 s sicer zviSanim
izrazanjem in ugotovili, da je gen DNM2 znizano izrazen;

e mMIiR-9 se je razli¢no izrazala v vzorcih bolnikov, njen gostiteljski gen CLORF61 pa
se v krvnih celicah ni izrazal,;

e promotor miR-663a, ki se v vzorcih razli¢no izraza, je nemetiliran;

e znizano izrazanje miR-124a ni posledica metiliranosti njenega promotorja;

e mIiR-206 je bila najmoéneje izraZzena od vseh analiziranih miRNA.

Z navedenimi rezultati delno potrjujemo zadnjo hipotezo: »Odkrili bomo spremenjeno
izrazanje nekaterih miRNA, ki so vkljucene v molekularne procese, povezane s
propadanjem nevronov. Znizano izrazanje bo posledica povecane metilacije promotorja
gostiteljskega gena dolocene miRNA ali promotorja te miRNA.«
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7 POVZETEK (SUMMARY)

7.1 POVZETEK

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) je huda nevrodegenerativna bolezen, ki se navadno
pojavi v odrasli dobi s tipicnimi simptomi kot so miSi¢na Sibkost, atrofija in miSi¢na
paraliza. Smrt nastopi zaradi dihalne nezadostnosti v dveh do petih letih po pojavu
simptomov. Ker gre za neozdravljivo bolezen, ki moc¢no prizadane bolnika in njegovo
okolico, so velikega pomena raziskave na podroc¢jih genetike in epigenetike v povezavi s
klini¢nimi izsledki. Rezultati Studij, ki se v zadnjih letih izvajajo v velikem obsegu, nam
bodo dali vpogled v to kompleksno bolezen, na pojav katere ocitno vpliva ve¢ razli¢nih
dejavnikov. Njena patologija kljub intenzivnim raziskavam Se vedno ni jasna in pri mnogih
primerih ne poznajo vzroka.

V prvem delu doktorske naloge smo zbrali klini¢ne podatke in se posvetili ugotavljanju
sprememb v nukleotidnem zaporedju pri 4-ih, v ALS najpogosteje udelezenih genih,
SOD1, TARDBP, FUS in C9ORF72. Analizo prvih treh genov smo izvedli z metodo
sekvenciranja po Sangerju, pri genu CO9ORF72 pa gre za razsiritev heksanukleotidnih
ponovitev v 1. intronu gena, kar smo zaznavali z metodo kapilarne elektroforeze na
vzorcih 85-ih bolnikov. V genu SOD1 smo nasli 2 ze predhodno opisani mutaciji, in sicer
p.Vall4Met in p.Gly93Cys. V genih FUS in TARDBP smo nasli 2 sinonimni zamenjavi, 1
v genu TARDBP (c.990A>G, p.Leu330Leu) in 1 v genu FUS (c.1566G>A, p.Arg522Arg).
Zamenjava v genu TARDBP predhodno $e ni bila opisana in jo tako prvi¢ opisujemo v
okviru tega dela. Nukleotidno spremembo v genu FUS so nasli tudi pri zdravih
posameznikih in verjetno ni vpletena v pojav bolezni. Razsiritve heksanukleotidnih
ponovitev v prvem intronu gena C9ORF72 smo ugotovili pri 5-ih bolnikih, ki tako v
skladu z drugimi Studijami predstavlja najpogoste;jsi vzrok bolezni ALS tudi pri slovenskih
bolnikih. Prisotnost spremembe v genu C9ORF72 ni vplivala na starost ob pojavu bolezni
ALS, je pa zmanjSala dobo prezivetja in hkraten pojav bolezni FTD, kar je skladno z
ugotovitvami drugih Studij.

V drugem delu nase Studije smo se posvetili raziskavam na podrocju metilacije. Predvsem
nas je zanimal metilacijski status promotorjev genov. V ta namen smo 4 vzorce poslali na
metilacijsko profiliranje celotnega genoma z novo generacijo sekvenciranja. Na podlagi
dobljenih rezultatov smo 14 genov, katerih promotorji so bili hipermetilirani, izbrali za
validacijo. Za vseh 14 genov smo v literaturi nasli podatke o njihovi vpletenosti v procese
nevrodegeneracije ali v mehanizme, ki bi lahko bili pomembni pri nastanku ALS.
Rezultate metilacijskega profiliranja smo validirali na vseh 95-ih vzorcih bolnikov z
metodo MS-HRM, rezultate pa potrdili tudi z metodo sekvenciranja po Sangerju.
Metiliranost smo potrdili v izbranih preiskovanih odsekih v promotorjih genov DUX4,
AGAP2, KIR2DS4, KCNJ14, NRTN, PYCRL, TERT in MAB21L2, medtem ko pri genih
FRG1, PTK6, TFDP1, NTF3, TP73 in PRKCZ nismo zaznali metilacije. Za gene KCNJ14,
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NRTN, PYCRL in MAB21L2 v literaturi nismo nasli podatkov o metilacijskem statusu
njihovih promotorjev, vendar pa so se izkazali za hipermetilirane tudi v nasem kontrolnem
vzorcu zdravih odraslih oseb. Metoda MS-HRM je zelo natanéna in obc¢utljiva metoda, za
ucinkovito analizo pa zahteva relativno kratke pomnozke PCR, tako da smo z enim parom
zaCetnih oligonukleotidov pomnozili in verificirali le del CpG otocka.

Zadnji del doktorske naloge smo namenili Se enemu epigenetskemu mehanizmu z mo¢nim
vplivom na uravnavanje izrazanja genov, MiRNA. Diferencialno izraZzanje miRNA
uravnava mnoge procese v ¢loveSskem telesu, spremembe v njihovem izrazanju so tako
zaznali pri mnogih boleznih, tudi pri raku in nevrodegenerativnih boleznih, vklju¢no z
ALS. Izbrali smo 10 miRNA, od katerih jih 7 $e ni bilo analiziranih v vzorcih levkocitov
bolnikov z ALS in z metodo qPCR preverjali njihovo izrazanje. Pokazali smo zvi$ano
izrazanje let-7b, miR-132, miR-206 in miR-638, pri ostalih, z znizanim izraZzanjem, pa SmMo
dolocali §e mozen vzrok znizanega izrazanja. Tako smo v primeru intragenskih miRNA
preverjali izrazanje gostiteljskega gena. Izkazalo se je, da je gostiteljski gen AATK znizano
izrazen enako kot njegova miR-338, vendar pa smo znizano izrazanje odkrili tudi pri 10-ih
vzorcih, pri katerih je bila miR-338 zvi$ano izrazena. Z metodo MS-HRM smo preverili
tudi, ali je mozen vzrok za znizano izrazanje v metiliranosti promotorja gena AATK in
ugotovili, da je promotor gena AATK metiliran. MiR-9 se je razli¢no izrazala v vzorcih
bolnikov, njen gostiteljski gen CLORF61 pa se v krvnih celicah ne izraza. Preverili smo $e
izrazanje gena DNM2, kljub temu, da je njegova miR-638 zviSano izrazena, in zaznali
znizano izrazanje omenjenega gena. Nadalje nas je pri intergenskih miRNA z znizanim
izrazanjem zanimalo, ali je metilacija promotorja mozen Vvzrok za njihovo znizano
izrazanje, kar smo ugotavljali z metodo MS-HRM. Preverili smo dve miRNA, miR-663a,
ki se je razli¢no izrazala pri bolnikih z ALS in miR-124a z znizanim izrazanjem. Pri nobeni
nismo nasli metiliranih promotorjev. MiR-143 in miR-451a sta se obe znizano izrazali,
vendar pa v njunih promotorjih ni prisotnih CpG otockov. MiR-143 se je tudi statisti¢no
znacilno manj izrazala pri moskih v primerjavi z Zenskami.

Ta raziskava predstavlja prvo tovrstno Studijo bolezni ALS pri slovenski populaciji in je
kot taksna originalen prispevek k znanosti na podrocju te bolezni. Genetski vzrok za
bolezen smo odkrili pri 8-ih bolnikih (9,4 %), najpogostejsi vzrok je tudi v Sloveniji
sprememba HREM v genu COORF72 (5,9 %). Spremembe v genih SOD1 (2,3 %), FUS
(1,2 %) in TARDBP (1,2 %) pa tudi v slovenski populaciji predstavljajo redek vzrok za
spradi¢no obliko bolezni ALS. Doloc¢evali smo tudi metilacijski status promotorjev 14-ih
genov, ki so se z metodo HiSeq izkazali za hipermetilirane. Pri 8-ih genih smo potrdili
hipermetiliranost z metodama MS-HRM in s sekvenciranjem po Sangerju. Za 4 od teh
genov, KCNJ14, NRTN, PYCRL in MAB21L2, v literaturi nismo zasledili raziskav na
podro¢ju metiliranosti njihovih promotorjev, vendar pa so bili v nasi raziskavi z metodama
MS-HRM in sekvenciranja po Sangerju hipermetilirani tudi pri kontrolnem vzorcu zdravih
posameznikov. Doloc¢ali smo tudi diferencialno izrazanje 10 miRNA, ki so jih v
predhodnih raziskavah nekatere detektirali v serumu, nekatere v levkocitih, nekatere v
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post-mortem tkivu bolnikov z ALS, nekatere pa v misjih modelih ALS. Sedem od desetih
miRNA smo prvi¢ v okviru te raziskave dolo¢ili v krvnih vzorcih bolnikov. Posebno je
zanimiva miR-206, saj smo njeno zviSano izrazanje dokazali v levkocitih pri vseh vzorcih.
MiR-206 je bila tudi najmoc¢neje izraZzena od vseh analiziranih miRNA. Njeno zviSano
izrazanje SO dokazali na miSjem modelu ALS, v vzorcih skeletnih miSic in v serumu
bolnikov. MiR-206 bi tako lahko bila potencialni genetski biomarker.

7.2 SUMMARY

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an adult-onset fatal neurodegenerative disease
which presents with symptoms like muscle weakness, atrophy and later on paralysis
leading to death due to respiratory failure in 2-5 years from onset. Because of its disastrous
effect on the patients and their families the research in the field of genetics and epigenetics
together with clinical findings are of great importance. Findings from such studies will
provide us with insight into this complex disease and will enhance understanding of ALS
pathogenesis. The disease results from the interplay of many factors and despite intensive
research in this area the cause in many cases remains unknown.

In the first part of our research clinical data from ALS patients were collected and
screening for mutations in 4 with ALS the most often associated genes SOD1, TARDBP,
FUS and C9ORF72 was performed. First three genes were analysed by Sanger sequencing,
whereas hexanucleotide repeat expansions in the first intron of CO9ORF72 gene was
detected using capillary electrophoresis in 85 ALS patients. In SOD1 gene 2 mutations
p.Vall4Met in p.Gly93Cys were detected. Sequencing of FUS and TARDBP genes
revealed 2 synonymous substitutions, 1 in FUS (c.1566G>A, p.Arg522Arg) and 1 in
TARDBP (c.990A>G, p.Leu330Leu). The TARDBP substitution is novel variant described
in our publication. Nucleotide change in FUS was also found in control samples in other
studies and it is not considered a disease causing mutation. Hexanucleotide repeat
expansion of C9ORF72 was the most common detected disease causing change found in 5
ALS patients which is in concordance with other studies. Pathologic expansion did not
affect the average age of onset in our cohort, but decreased survival and increased the
appearance of FTD which is in concordance with other studies.

The second part of our study was focused on the field of DNA methylation. We were
particularly interested in methylation status of gene promoters. Therefore 4 samples were
analysed using whole genome methylation profiling by next generation sequencing. Based
on the results of 14 genes associated with processes of neurodegeneration, apoptosis or
involved in the disease pathways were chosen for validation using MS-HRM and the
results were confirmed with Sanger sequencing. Hypermethylation of DUX4, AGAP2,
KIR2DS4, KCNJ14, NRTN, PYCRL, TERT and MAB21L2 was detected in all samples,
whereas in FRG1, PTK6, TFDP1, NTF3, TP73 and PRKCZ genes methylation was absent
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from amplified promoter sequence. To our knowledge there are no data available in the
literature about methylation status for the KCNJ14, NRTN, PYCRL and MAB21L2 genes,
but our results show that those promoters are hypermethylted also in the samples of healthy
adults. MS-HRM is accurate and highly specific method, but for proper analysis relatively
short PCR products are required. Consequently, one pair of primers amplifies only a small
part of CpG island.

In the last part of this study we focused on miRNA which regulate gene expression post-
transciptionally and are a part of many molecular pathways. Changes in miRNA
expression pattern are associated with many diseases, such as neurodegeneration and
cancer. Ten miRNA were chosen for gPCR analysis. Overexpression of let-7b, miR-132,
miR-206 and miR-638 was detected. Our interest was focused on miRNA showing reduced
expression. In case of intragenic mMiRNA the expression of its host gene was investigated.
MiR-338 and its host gene AATK both showed reduced expression compared to healthy
controls. The reduced expression of AATK gene was also found in samples with
overexpressed miR-338. MS-HRM method was used to analyse if promoter methylation is
the reason for reduced expression of AATK gene and the results confirmed promoter
hypermethylation. MiR-9 was found to be differentially expressed across samples, but its
host gene CLORF61 does not express itself in blood. We were also interested in expression
of DNM2 gene although its miR-638 was found to be overexpressed. Expression of DNM2
gene was reduced. We also evaluated if promoter methylation is the reason for reduced
expression of intergenic miRNA. Two miRNAs were analysed; miR663a showed different
expression across samples and miR-124a showed reduced expression in ALS patients.
None was found to have methylated promoter region. MiR-143 and miR-451 both showed
reduced expression, but no CpG islands were found in their promoters. MiR-143 was also
found to have statistically significant lower expression in men compared to women.

This study represents the first such study of ALS in the Slovenian population and is as
such, a unique contribution to science in the field of this disease. The genetic cause of the
disease was detected in 8 patients (9.4 %), the most common cause in Slovenia is a HREM
change in C90RF72 (5.9 %) gene. Changes in SOD1 (2.3 %), FUS (1.2 %) and TARDBP
(1.2 %) represent a rare cause of sporadic ALS also in the Slovenian population.
Methylation status of the promoters of the 14 genes found hypermethylated by HiSeq
method was determined by MS-HRM and Sanger sequencing. In the 8 genes
hypermethylation was confirmed. For the KCNJ14, NRTN, PYCRL and MAB21L2 there is
no data about their methylation status in the literature, but our results show their
hypermethylation also in samples of healthy adults by MS-HRM, as well as by Sanger
sequencing. We also determined the differential expression of 10 miRNAs that were in
some previous studies detected in the serum of some white cells, some of the post-mortem
tissue of patients with ALS and some in mouse models of ALS. Seven out of ten miRNA
were in the context of this research determined for the first time in blood samples of
patients. Particularly interesting is miR-206, as we have demonstrated its elevated
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expression in leukocytes in all samples. MiR-206 was the most strongly expressed of all
analyzed miRNA. Its elevated expression has been demonstrated in a mouse model of
ALS, in the samples of the skeletal muscle and in the serum of patients. MiR-206 could
therefore be the potential genetic biomarker.
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