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POPIS KRATICA

AB - Alzheimerova bolest

CAG - Triplet nukleotidnih baza citozin-adenin-gvanin
CNS - Sredi$nji zivcani sustav

DNA - Deoksiribonukleinska kiselina

HB - Huntingtonova bolest

HDx1 - Toksi¢an N-terminalni fragment Huntingtin gena
HTT - Huntingtin gen

HLH - Heliks-petlja-heliks (eng. helix-loop-helix)

IkB - I-kappa-B kinazni kompleks

IxkBa - Podjedinica I-kappa-B kinaznog kompleksa alfa
IxkBp - Podjedinica I-kappa-B kinaznog kompleksa beta
IxkBy - Podjedinica I-kappa-B kinaznog kompleksa gama
LZ - Leucinski otvarac¢ (eng. leucine zipper)

NF-kB - Nuklearni faktor kB

NEMO - Drugi naziv za IkBy

PB - Parkinsonova bolest



1. UVOD

Huntingtonova bolest (HB) je jedna od ¢escih hereditarnih bolesti zivéanog sustava.
To je autosomno dominantna nasljedna bolest koju karakteriziraju progresivni motorni,
emocionalni i kognitivni poremecaji, a uobicajeno se javlja izmedu 35. 1 45. godine zivota.
Cesto se naziva jo§ i Huntingtonovom korejom zbog abnormalnih motornih kretnji koje
uzrokuje. Prevalencija bolesti iznosi 5 — 10 oboljelih na 100 000 stanovnika. Prvi put ju je
opisao 1872. godine americki lije¢nik George Huntington (Demarin i Trkanjec, 2008).
Ubraja se u poremecaje pokreta koji obuhvacaju poremecaj funkcije bazalnih ganglija
obiljeZzen poremecajima izvodenja voljnih ili pojavom nevoljnih, nekontroliranih kretnji.
Uzrok bolesti je mutacija huntingtin gena (HTT) na kratkom kraku kromosoma 4 (4p
16.3). Normalna vrijednost ponavljanja CAG tripleta (Slika 1.) je 11 do 34 — srednja
vrijednost 19. Osobe s 40 i viSe ponavljanja razvijaju Huntingtonovu bolest. Duljina CAG
ponavljanja je u pozitivnoj korelaciji sa stupnjem razvoja bolesti, a slucajevi sa ranijim
pocetkom bolesti imaju najveéi broj ponavljanja. lzraZenija je kod osoba koje nasljeduju
bolest od oca. Ponavljanje tripleta moze se povecati tijekom gametogeneze, 0SObito u
muskaraca. To stvara dulje abnormalne poliglutaminske proteine. Sama progresija bolesti
je sporija u starijih bolesnika, a pocetak bolesti se gotovo u istoj dobi javlja kod

jednojajcanih blizanaca (Brinar i sur., 2009).
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Slika 1. Ponavljanje tripleta dusi¢nih baza CAG
(Izvor: Web 1)



IkB kinazni kompleks je istaknuti regulator neuroinflamacije kod HB. U patogenezi
bolesti klju¢na je uloga IkBf podjedinice kompleksa. Upalni medijatori se nakupljaju u
CNS oboljelih, dok koncentracija citokina pozitivno korelira s progresijom bolesti. IkBf3
takoder moze izravno kontrolirati neurotoksi¢nost HTT gena (Khoshnan i sur. 2004). U
slu¢ajevima oStecenja DNA u jezgrama neurona, aktivacija IkBf} uzrokuje cijepanje mut i
ne-mutiranog HTT, te stimulira nakupljanje $tetnih oligomernih fragmenata. Stovise, N-
terminalni dijelovi mutiranog HTT (HDx1) se izravno vezu i aktiviraju IkBfp. Prema tome,
IkBpB-ovisno cijepanje mutanta HTT i nakupljanje HDx1 moze biti uvelike Stetno
(Khoshnan i sur. 2009). Povisena aktivnost [kBf prisutna je u cijelom CNS simptomatskog
misjeg modela HB ekspresije HDx1, dok je kod asimptomatskih miseva s mutantom HTT
pune duljine lokalizirana na podrucju striatuma. IkB} takoder moze utjecati na fosforilaciju
HTT na Serl3 i Serl6, $to je povezano s HB patologijom (Thompson i sur. 2009).
Inhibicija IkBf u CNS smanjuje neuroinflamaciju i pruza zastitu u kemijskom modelu HB.
Ovi nalazi podrzavaju aktivnhu ulogu IkBf u patogenezi Huntingtonove bolesti te
predstavljaju primjer kako interakcije genskog okoliSa (oSte¢enja DNA 1 upale) mogu

utjecati na HTT neurotoksi¢nost (Haver i sur. 2011).



2. OSNOVNI DIO

2.1. Klini¢ka slika Huntingtonove bolesti

Huntingtonova bolest se najcesc¢e kliniCki prezentira u srednjoj zivotnoj dobi (od 30
do 50 godina), neuroloskim, psihijatrijskim te kognitivnim simptomima ili njihovom
kombinacijom (Serti¢ i sur., 2015). Neuroloski simptomi obi¢no se javljaju u vidu
koreatskih hiperkineza (pokreti poput plesa) koji su u pocetku blagi te lokalizirani, s
napretkom bolesti postaju izraZzeniji. Psihijatrijski simptomi obi¢no se pojavljuju s
neuroloskim simptomima ili im prethode, a zastupljeni su u 33-76% bolesnika.
Obuhvacaju poremecaje li¢nosti i ponasanja, demenciju, depresiju i psihozu. Kognitivni
simptomi u pocetku su blagi te primarno zahvacaju izvrSne funkcije, kao rezultat
supkortikalnog poremecaja. Oboljeli gube mentalnu fleksibilnost te se pocinju oteZano
snalaziti u novonastalim situacijama. Kognitivni deficit je progresivan i u uznapredovaloj
fazi HB pojavljuje se naglasena supkortikalna demencija koja zahvaca sve kognitivne
domene (Serti¢ i sur., 2015). Veliki broj ponovljenih CAG tripleta, izrazita depresija i
apatija te rani pocetak bolesti predstavljaju ¢imbenike koji imaju direktan utjecaj na brzinu

razvoja kognitivnog deficita.

Bolest se rjede javlja u dje¢joj dobi i adolescenciji ili nakon 50. godine Zivota.
Najces¢i rani znakovi bolesti su promjene osobnosti i ponaSanja, bolesnici postaju
razdrazljivi, zapustaju sebe 1 obitelj, mijenjaju radna mjesta, a kasnije postaju agresivni,
iritabilni ili ¢ak nasilni. Nerijetko dolazi do promjena raspoloZenja i depresije, a u manje
slucajeva se javljaju halucinacije, paranoidnost i psihoza. U pocetnim stadijima koreja je
fokalna ilii segmentalna, a kasnije napreduje i zahvaca cijelo tijelo. Uocljive su grimase
mimi¢ne muskulature, a pri zahvacanju bulbularnih mozdanih zivaca govor postaje
isprekidan i nerazumljiv. Zbog nevoljnih pokreta kretnji jezika i usta, kao i poremecene
funkcije bulbularnih miSi¢a nastupaju poremecaji gutanja. Gubi se spretnost prstiju, a
hiperkineze onemogucuju obavljanje svrhovitih radnji, pogotovo kretanje. MiSi¢ni je tonus
smanjen. Kod 50% bolesnika prisutni su okulomotoricki poremecaji, posebice pareza
prema gore. U 6-10% oboljelih Huntingtonova bolest moze poceti parkinsonizmom
(Westphalova varijanta). Tijekom napredovanja bolesti demencija postaje sve izrazitija.

Koreja obicno doseze vrhunac za desetak godina. ZavrSni stadij bolesti obiljezen je



abulijom, apatijom i dubokom demencijom. Bolesnici umiru od opce iscrpljenosti i

komplikacija (Demarin i Trkanjec, 2008).

2.2.  Molekularna dijagnostika

Kod Huntingtonove bolesti kao autosomno — dominantnog oboljenja ¢esto dolazi do
ranog pojavljivanja kod potomaka, naj¢esc¢e se to dogada u slucajevima gdje potomak
nasljeduje HTT gen od oca. Kod takvih situacija je karakteristi¢na spontana i brza mutacija
gena. Molekularna podloga mutacije gena je povecanje broja nukleotidnih baza citozin-
adenin-gvanin tripleta u njegovom prvom eksonu (Serti¢ i sur. 2015). Produkt ekspresije
normalnog gena je protein huntingtin za koji danas jo$ nije utvrdena specificna funkcija.
Postoje naznake da sudjeluje u unutarstanicnom transportu, regulaciji transkripcije,
inhibiciji apoptoze i embrionalnom razvoju. Kao rezultat veéeg broja CAG tripleta,
proporcionalno raste koncentracija promijenjenog poliglutaminskog proteina u stanici.
Ovisno o broju ponavljanja CAG tripleta razli¢ite su klinicke manifestacije bolesti i tip

mutiranog alela (Tablica 1).

Tablica 1. Odnos broja ponavljanja tripleta CAG i ekspresije Huntingtonove bolesti

(Preuzeto i prilagodeno prema Serti¢ i sur. 2015.)

Broj ponavljanja CAG . .
) Ekspresija bolesti
tripleta

<26 Normalni (zdravi alel).

Intermedijarni alel, jo§ uvijek nije patoloski nalaz, no broj ponavljanja moze se

27-35
povecéati pri prijenosu na potomke te u njih izazvati bolest.
26.39 Ekspandirani alel, bolest se moze pojaviti u kasnijoj Zivotnoj dobi ili se nece
pojaviti, potomci imaju povecan rizik oboljevanja.
20 Ekspandirani alel, bolest ¢e se pojaviti s velikom sigurnos¢u, nisu zabiljezeni
>

asimptomatski pojedinci s ovim brojem ponavljanja CAG tripleta.



2.3. IkB kinazni kompleks

IkB kinazni kompleks ili IKK jedan je od klju¢nih elemenata u NF-xB kaskadi.
Ovaj enzimski kompleks se sastoji od dvije kataliticke podjedinice: IkBa i IkBp te
regulatorne podjedinice IkBy ili NEMO. Dokazano je postojanje dodatnih trajnih i
trenutnih  komponenti  ¢ija funkcija jos uvijek nije definirana. Biokemijskim
proc¢is¢avanjem kompleksa utvrdena je molekularna tezina od 700-900 kDa. Njegova je
kljuéna uloga u fosforilaciji serinskh aminokiselinskih zavrSetaka istoimenih inhibitornih
proteina IkB. Oni su smjeSteni u citoplazmi stanice, a sudjeluju u imunolo§kom odgovoru.
IkB kompleks fosforilira inhibitorone IkB proteine stimuliran upalnim citokinima,
bakterijskim i virusnim produktima. Nakon modifikacije fosforilacijom, inhbitorni proteini
se poliubikvitiniraju i uniste djelovanjem proteosoma. Posljedi¢no ¢e u jezgru stanice
slobodno ulaziti transkripcijski faktori NF-xB te aktivirati transkripciju razli¢itih gena koji
sudjeluju u imunoloskom i upalnom odgovoru, prijanjanju stanice, kontroli rasta i zastiti u
apoptozi (Slika 2.) (A. Israél, 2010).

Stimulatorne molekule

proteosomalna
razgradnja

Slika 2. kB kompleks aktivacija u NF-xB kaskadi (Izvor: Web 2)



2.3.1. Podjedinice kinaznog kompleksa

IkBa 1 IkBB podjedinice strukturno su jednake u 50% grade, a zajedno ¢ine amino-
terminalnu domenu, u obliku HLH strukture. Ona sudjeluje u katalitickom djelovanju
cijelog kompleksa i upravljanju leucinskim otvaratem. Uloga LZ je u hetero ili
homodimerizaciji podjedinica. Dodatno IkBa ima jezgrin lokalizacijski signal, vjerojatno
povezan s njegovom nuklearnom aktivnoséu (Sil i sur. 2004). IkBB pak ima
ubikvitinirajuéu domenu ¢ija funkcija je trenuta¢no jo$ nepoznata (Slika 3.).

Nekataliticka podjedinica IkBy/NEMO je proteinska domena od 48 kDa. Njezina je
klju¢na uloga u kaskadnoj aktivaciji NF-kB. Temeljem istrazivanja strukturne grade
pomocu rentgenske kristalografije, utvrdeno je da se radi o dimernoj i paralelnoj
intermolekularnoj zavojnici, uz izuzetak karboksi terminalnog kraja. Amino terminalni kraj
NEMO je vazan za interakciju s katalitickim podjedinicama. Aminokiselinski ostaci 44-
111 IkBy/NEMO povezuju se s aminokiselinskim ostacima 701-746 IxBf podjedinice, pri
¢emu tvore asimetri¢nu Cetverostruku helix strukturu. Ona je gradena od dva paralelna
NEMO dimera, od kojih svaki monomer oblikuje o — heliks uzvojnicu u obliku
polumjeseca koja se poglavito povezuje s dva helikazna IxkBpB peptida (A. Israél, 2010). Ti

peptidi medusobno ne ulaze u direktne interakcije, ve¢ samo putem navedene strukture.

Aktivacijska petlja
IkBu SS
I
[ I [
745
kBB 3S
I
[ L [
756
o L i
Kinazna domena Ubikvitinirajuéa LZ domena HLH domena NEMO vezujuca
domena domena

Slika 3. Shematski prikaz grade kB kinaznog kompleksa

(preuzeto i prilagodeno prema A. Israél, 2010).



2.4. Nuklearni faktor kB

Nuklearni faktor kB oznacava skupinu srodnih homo 1 heterodimernih
transkripcijskih ¢imbenika koji mogu aktivirati razliCite skupine ciljnih gena ukljucenih u
proliferaciju, stani¢no prezivljavanje i imunoloski odgovor (Nishikori, 2005). Grupu
strukturno povezanih proteina ¢ini ukupno pet ¢lanova: RelA (p65), RelB, cRel, NF-kB1
(p50; p105), i NF-kB2 (p52; p100) koji dolaze u raznim homodimernim i heterodimernim
oblicima. Pri tome c¢lanovi RelA, c-Rel i RelB imaju transaktivacijsku domenu C-
terminalnog dijela. NFkB1/p105 i NF-kB2/p100 su inaktivni prekursori p50 i p52 proteina
i smjesteni su u citoplazmi (Schmid i Birbach, 2008). Proteolitickim procesom pomice se
C-terminalna inhibitorna domena, $to uzrokuje pomicanje proteina u jezgru stanice
(Dolcet, 2005). P50 i p52 dolaze obi¢no u obliku homodimera ili heterodimera, vezani s
jednim od navedena tri proteina, koji imaju transaktivacijsku domenu. RelA i p50 postoje u
divljem obliku stani¢nog tipa, dok je c-Rel ekspresija ograni¢ena na hematopoetske stanice
I limfocite. Ekspresija RelB ograni¢ena je na visoko specificna mjesta kao $to su timus,
limfni évorovi ili Peyerove plocice koje grade limfni folikuli u sloju lamina propria
mucosae i tela submucosa crvuljka i sluznice tankoga crijeva. NF-xB je izrazen u
citoplazmi gotovo svih vrsta stanica, gdje je njegovo djelovanje pod kontrolom obitelji
regulatornih proteina odnosno NF-«kB (IkB) (Gilmore i Gerondakis, 2011; Nishikori,
2005).

NF-kB signalni put ima kljuénu ulogu u kontroli prezivljavanja normalnih i
malignih B limfocita kontrolirajuéi visebrojne regulacijske puteve za smrt stanice. NF-xB
moze pozitivno utjecati na opstanak stanica moduliranjem tumor nekrotiziraju¢eg faktora,
tip % receptora (TNFR1/2) signala inhibiranjem apoptoze posredstvom FAS (eng. first
apoptosis signal receptor) te ograni¢avanjem aktivnosti BCL2 gena (Skunca i Planinc-
Peraica, 2015). Osim toga, ima znacajnu ulogu u reguliranju ekspresije gena bitnih za
stvaranje urodenog i adaptivnog imunoloskog odgovora. To su geni: TNF, VEGF, IL-1,
IL-6, ciklin D1, c-MYC (Nishikori, 2005). U neaktivhom stanju, NF-kB heterodimeri (c-
REL ili RELA homolog i NF-kB1) su u citoplazmi vezani na inhibitor kappa B (IkB).
Tijekom NF-«B aktivacije I-kappa-kinaze (IxB) fosforilacijom IxB dovodi do razgradnje
inhibitora NF-«kB heterodimera u citoplazmi. Aktivirani NF-kB heterodimer je translociran
u jezgru gdje potice transkripciju NF-kB okrenutu ciljnim genima (Gilmore i Gerondakis,
2011; Bea i sur. 2005).



2.5. Huntingtonova bolest i IkB kinazni kompleks

Dva potencijalna modifikatora u procesu patogeneze HB su neuroinflamacija i
nakupljanje ostecene DNA u neuronima mozga. kB kinazni kompleks regulira utjecaj tih
modifikatora. Fosforilacijom se IkB kompleks degradira pomocu ubikvitinirajuéeg
proteasoma, $to mu omogucéava Vezanje na promotore mnogih gena, poput citokina.
Podjedinica kompleksa IkBB je predominantna kinazna podjedinica kod imunoloskog
odgovora (Hacker i Kerin, 2006). U organizmu je IkB kompleks sveprisutan no u
srediSnjem zivéanom sustavu mu je uloga manje poznata. Regulacija IkB/NF-xB
siganlizacije vazna je u procesima neuralnog odrZzavanja, rasta i plasti¢nosti. Poznato je da
aktivacija IkBB podjedinice pozitivno utjeCe na procese vezane za neurodegeneraciju kod
HB (Mattson i Meffert, 2006). Prekomjerna aktivnost navedene podjedinice se podudara i s
ostalim neurodegenerativnim oboljenjima poput Alzheimerove bolesti (AB), multiple
skleroze (MS), Parkinsonove bolesti (PB) i ishemije (Khoshnan i sur. 2004). Samim time,
inhibicija aktivnosti IkBB imati ¢e pozitivan utjecaj na neurone u slucajevima AB, PB, HB

i ishemije.

2.5.1. IkB/NF-kB signalizacija i neuroinflamacija kod HB

Neuroinflamacija se definira kao kompleksan imunoloski odgovor mozga, uslijed
kojeg dolazi do aktivacije glija stanica, oslobadanja upalnih ¢imbenika (citokina,
kemokina) i stvaranja reaktivnih kisikovih i dusikovih vrsta (Milatovi¢ i sur. 2011). Upalni
odgovori u mozgu takoder su povezani s pove¢anom razinom prostaglandina (PG), osobito
PGE2. PGE2 signalizacija je posredovana interakcijom razli¢itih receptora povezanih s G
proteinima, koji su razli¢ito ekspresirani na neuronskim i glijalnim stanicama kroz sredi$nji
ziv€ani sustav. PoviSena razina PGE2 i upalni medijatori takoder su svojstveni mozgu u
ucinke intrinzi¢nih 1 ekstrinzi€nih ¢imbenika poput bolesti, infekcija, toksina ili stresa

(Milatovi€ i sur. 2011).

Kao rezultat neuroinflamacijskih odgovora u situacijama poput HB moze do¢i i do
nakupljanja amiloidnih proteina, Sto je znak negativnog djelovanja razlicitih tipova faktora.
Klini¢ki dijagnosticirani HB pacijenti pokazuju povec¢anu razinu upalnog citokina IL-6 u

serumu i CNS 16 godina prije iskazivanja prvih simptoma, a njegova razina je u korelaciji



sa stupnjem razvoja bolesti. Drugi citokini, ukljucujuéi IL-1pB, IL-8 i TNF takoder su obilni
u simptomatskim pacijentima HB, kao i u HB zivotinjskim modelima (Bjorkqvist i sur.
2008). Istrazivanjem postmortalnih mozgova HB, uz navedene, utvrdena je abnormalna
razina upalnih medijatora: CCL2, IL-10, IL-6, IL-8 i MMP9 u razli¢itim podrucjima

mozga (Silverstroni i sur. 2009).

IkB/NF-xB signalni put je glavni inicijator opisanih upalnih medijatora te je kod HB
poremecen (Khoshnan i sur. 2004; Hacker i Kerin, 2006). Povisena aktivnost IkBf tokom
istrazivanja uocena je kod genetski modificiranog misa kao laboratorijskog modela s HB.
Kod njega je eksprimiran i toksi¢an N-terminalni fragment HTT gena tzv. HDx1. Ove
Zivotinje takoder su pokazale visoku razinu upalnih citokina, ukljuéuju¢i IL-6, IL-1P i
TNF-a u serumu i CNS, $to je u skladu s dereguliranim Ixkp/NF-kB signalnim putem.
Aktivirane mikroglija stance, koje su vjerojatno izvor povisenih citokina u CNS, otkrivene
su u predklinickim HB mozgovima i njihova se akumulacija podudara s disfunkcijom
neurona striatuma (Tai i sur. 2007; Bjorkqvist i sur. 2008). Istrazivanja su pokazala da
odstranjivanje IkBf iz mikroglija, reducira inflamaciju 1 neurotoksi¢nost kod
laboratorijskin modela s HB. Navedene studije ukazuju na kljuénu ulogu IkBf u
neuroinflamaciji i isticu neravnotezu kao temeljni uzrok povisenih citokina u CNS kod HB
pacijenata. Aberantna aktivnost IkB/NF-kB signalnog puta moze biti takoder odgovorna za
abnormalnu razinu upalnih medijatora u serumu HB pacijenata. Njihove imunoloske
stanice su preosjetljive na upalne reakcije i proizvode velike koncentracije citokina u
odnosu na referentnu koli¢inu kod zdravih osoba (Bjorkqvist i sur. 2008). Striatalni
neuroni koji eksprimiraju mutante HTT pokazuju pretjeranu aktivnost IxB/NF-xB
signalnog puta kada se stimuliraju citokinima, stimulatorima IxkBp (Slika 4.). Na taj nacin
mutirani HTT pojacava stani¢ne odgovore na podrazaje koji aktiviraju IkBf (Khoshnan i

sur. 2004).



citokin

Ca - influks

citoplazma 1 DNA osteéenje
oksidativni stres

jezgra

Slika 4. Shematski prikaz aktivacije IkB kompleksa (Preuzeto i prilagodeno prema Hacker
i Karin, 2006).

Kompleks se stimulira vanjskim ¢imbenicima (citokin) i unutrasnjim (DNA ostecenje, Ca
influks, oksidativni stres). Aktivirani kompleks fosforilira IkBa, koja pokrece disocijaciju

kompleksa i propusta NF-kB proteine u jezgru stanice gdje reguliraju gensku ekspresiju.

2.5.2. Mutant HDx1 i IxBp

Jedan od faktora koji moze aktivirati IkB/NF-kB signalni put je akumulacija
amiloidnih proteina i njihovih prekursora kao Sto je amiloidogeni AP fragment
(Kaltschmidt i sur. 2005). Dokazano je da se HDx1 koji ima amiloidogena svojstva,
izravno povezuje s IkBy podjedinicom kompleksa. To povezivanje zahtijeva proSireni
poliglutaminski ogranak ili tzv. polyQ (eng. polyglutamine) i prolinske motive u HDx1.
Navedena interakcija potice sklapanje 1 aktivaciju kompleksa, a prekida se
rekombinantnim strukturama ¢ije je djelovanje usmjereno na poliprolinske motive u HDx1
(Khoshnan i sur. 2002, 2004.). Trimerizacija IkBy je preduvjet za aktivaciju IkB
kompleksa. Takoder je ustanovljeno da topljivi HDx1 poti¢e sastavljanje SDS-rezistentnog
trimera [kBy u ljudskom modelnom neuronu (Khoshnan, 2009). Vezanje HDx1 na IkBy

moze djelovati kao nukleacijski signal za prestrukturiranje drugih IxB podjedinica, da bi se
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formirao aktivni kompleks. Sposobnost HDx1 da izravno aktivira kompleks IkB moze biti
glavni uzrok Sirokog spektra IkBP aktivnosti i neuroinflammacije opazene u CNS
modelnih miSeva (R6 /2HD) (Ona i sur., 1999; Khoshnan i sur., 2004; Bjorkqvist i sur.,
2008). S druge strane u presimptomatskom misjem modelu (HdhQ150) koji ima
ekspresioniran HTT pune duzine, poveéana IkBf aktivnost je otkrivena samo u striatumu,
primarnom mjestu mutantne HTT toksi¢nosti. Ekspandirani HTT ne moze aktivirati IkBf3
no HDx1 se postepeno nakuplja u mozgu HdhQ150 (Khoshnan i sur., 2004; Landles i sur.,
2010). Selektivna osjetljivost striatuma na okolne uvjete, moze potaknuti stvaranje HDx1 i
lokalno aktivirati IkB u HdhQ150. HDx1 se takoder nakuplja u razli¢itim dijelovima HB
mozga, a moguce je nakupljanje i unutar drugih tkiva (Kim i sur., 2001). Ona mogu
aberantno aktivirati IkBp, dok akutna i regulirana aktivacija IkBp moze biti zaStitna te
klju¢na za fiziolosku homeostazu. Stimulacija postupnim nakupljanjem HDx1 moze
dovesti do abnormalnosti kao $to su neuroinflamacija i potencijalno neurodegeneracija kod
HB (Khoshnan i sur. 2004).

2.5.3. IkB regulacija podjele HTT

Podijela ili cijepanje HTT pomocu proteolitickih enzima predstavlja jedan od
klju¢nih koraka u patogenezei HB. N-terminalni fragmenti sa proSirenim polyQ
modelima HB. Takoder cijepanje HTT mutanata pune duZine je preduvjet za pocetak
simptoma kod nekih modela. Kao primjer kod laboratorijskih miseva modela YAC-128
HB, inaktivacija kaspaze-6 kao mjesta cijepanja mutiranog HTT inaktivira neuropatoloske
procese. Poznate su kaspaze i kalpaini koji cijepaju HTT i proizvode potencijalno
neurotoksi¢ne N-terminalne fragmente (Graham i sur. 2000; Zuccato i Cattaneo, 2010).
Faktori koji inducirju cijepanje HTT jo$ nisu u potpunosti istrazeni no pretpostavlja se da
su genetski ili faktori mjesta. Mogu¢i faktor mjesta koji utjeCe na progresiju HB kod
mozga u fazi starenje je postupno nakupljanje oSteCene DNA u stanici (Katyal and
McKinnon, 2008). Kod pacijenata s dijagnosticiranom HB utvrdena je poviSena razina
oste¢enja DNA u mozgu, ali i smanjena razina normalnog HTT §to smanjuje neuronsku
otpornost na agense koji uzrokuju DNA oSte¢enja. Istrazivanjem faktora koji bi mogli
potaknuti cijepanje HTT, otkrilo se da iste tvari koje uzokuju cijepanje DNA u neuronima,

poti¢u cijepanje normalnog i mutiranog HTT (Khoshnan i sur. 2009).
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Cijepanje HTT uzrokovano DNA oS$te¢enjima, ovisno je o IxkBB podjedinici
kompleksa. Uklanjanje IkBB eskspresije zajedno s shRNA (eng. short hairpin RNA) ili
blokiranje njezine aktivnosti pomoc¢u malih inhibitornih molekula smanjuje aktivnost
kaspaza i kasnije cijepanje HTT (Khoshnan i sur. 2009). IkBB fosforilira Bcl-xL (eng. B-
cell lypmhoma-extra large) koji inace poti¢e njegovu degradaciju u neuronima izloZzenim
agensima koji oste¢uju DNA. Redukcija Bcl-xI stimulira kaspaze koje cijepaju HTT.
Normalan HTT se takoder cijepa i u stanicama izlozenim upalnim citokinima (Zhang i sur.
2006; Thompson i sur. 2009). U neuronima normalan HTT regulira mnoge vazne funkcije
poput vitalnosti stanice, nuerogenezu, zastitu od genotoksi¢nog stresa i ekspresiju BDNF
(eng. brain-derived neurotrophic factor) (Godin i sur. 2010; Zuccato i Cattaneo, 2010).
IkBB moze doprinijeti neurodegeneraciji inaktivacijom snizavanjem i normalnog HTT.
Istovremeno IxBp-ovisno cijepanje mutanta HTT moze proizvesti supstrate za daljnju
obradu koja ¢e generirati neurotoksi¢ne oligomerne vrste. Na taj nacin IkBf moze

regulirati neke od najranijih koraka u patologiji HB kod misjih modela (Ratovitski i sur.
2009).

Smanjena ekspresija djelatnosti IkBB takoder smanjuje toksi¢ne efekte DNA
ostecenja i pozitivno djeluje na neuronski oporavak. IkBf je kljucni regulator odgovora na
DNA ostecenje i neophodan dio stani¢nog prezivljavanja (Wu i sur. 2006; Wu i Miyamoto,
2008). DNA ostecenja takoder poti¢u proizvodnju upalnih citokina IL-6, za koje je
vjerojatno da su IkBP ovisni 1 poviSeni u ranim presimptomatskim sluc¢ajevima HB
(Bjorkqvist i sur. 2008; Rodier i sur. 2009). Tokom proliferacije stanice su funkcionalno
adekvaktne za oporavak u slucaju DNA oStecenja. Post-mitoti¢ki neuroni prolaze kroz
aktivaciju stani¢nog ciklusa 1 apoptozu kada su izlozeni djelovanju takvih Stetnih agenasa.
Redukcija ekspresije IkBB u post-mitotickim humanim neuronima sprje¢ava inkorporiranje
BrdU (eng. bromodeoxyuridine) kao markera sinteze DNA. Smanjeno djelovanje IkBf
inhibira i aktivaciju pro-apoptotic¢kih kaspaza. Samim time, IkBf} podjedinica kompleksa
moze biti jedna od klju¢nih kontrolnih to€aka u regulaciji gubitka neurona uzrokovanog
nakupljanjem DNA osteé¢enja (Kruman i sur. 2004; Khoshnan i sur. 2009; Kim i Tsai
2009).

Djelovanje IkBa podjedinice ima suprotan ucinak. OSte¢enje DNA u ljudskim

neuronima ¢e smanjiti aktivnost IkBa, dok stimulacija aktivnosti ove podjedinice ima za
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posljedicu inhibiciju aktivnosti kaspaza, aktiviranih DNA oSte¢enjima i cijepanjem HTT.
Poznato je kako IkBa djeluje poput inhibitora IxkBf u razli¢itm modelnim aktivnostima.
Kao primjer je Cinjenica da uklanjanje IxkBa stimulira IkBB-ovisnu ekspresiju proupalnih
citokina u imunoloSkim stanicama. Zato se previda da zastitni ucinak IkBoa na HTT
cijepanje ukljucuje inhibiciju IkBB. IkBa utjeCe i na druge neurozastitne signalne puteve
(Li i sur. 2005; Chariot 2009; Khoshnan 2009). IxkBa fosforilira i stimulira aktivnost CREB
vezujuceg proteina (CBP) i histona-3. Ta aktivnost se smatra vaznom u procesu vracanja
memorije i stvaranja sinaptickih interakcija u podru¢ju hipokampusa. CBP regulira
ekspresiju neuralnih gena poput BDNF koji je induciran djelovanjem IkBa. S obzirom da
su razine CBP i BDNF u HB mozgu smanjene, vjeruje se da faktori regulacije IkBa imaju
neurozastitni¢ka svojstva (Anest i sur. 2003; Huang i sur. 2007; Lubin i Sweatt 2007;
Greer i Grenberg 2008; Zuccato i Cattaneo 2010). Navedene promjene suprotne su
efektima koje izaziva djelovanje IkBB na cijepanje HTT i promicanje upale u CNS. Samim
time promjene u homeostazi razine podjedinica IkB kompleksa mogu biti kriti¢ne
odrednice neuroinflamacije i neuralne vitalnosti u situacijama kao $to su nakupljanje DNA

ostecenja u stanici.

2.5.4. Uloga IxB kompleksa u fosforilaciji HTT

U procesu unutarstanicne lokalizacije, transporta i toksi¢nosti kljucna je uloga N-
terminalnog dijela peptidnog motiva gradenog od 17 aminokiselina (Zuccato i1 Cattaneo
2010). Nedavno provedena istrazivanja su pokazala da IkB kompleks fosforilira dva
serinska aminokiselinska ostatka (Ser13 1 Serl6) HTT te da potencijalno moze povecati
promet normalnog HDxlu modelnim neuronima. Dokazano je 1 da aktivacija IkBf
izazvanog citokinima u striatalnim prekursorskim stanicama miSa, uzrokuje cijepanje
normalnog HTT i generira fosforilirane fragmente razliCitih duljina koji se potom
eliminiraju autofagijom (Thompson i sur. 2009). Abnormalna fosforilacija posredovana
IkBp podjedinicom i transport normalnog HTT moze biti $tetan s obzirom na to da je
normalan HTT vazan za vitalnost neurona i ekspresiju BDNF (Zuccato i Cattaneo 2010).
Unato¢ tome, IkBf} nema utjecaj na promet mutiranog HDx1 premda se on nakuplja u
jezgri, $to bi moglo biti neurotoksi¢no (Thompson i sur. 2009). Nedavne studije pokazuju
da se mutirani HDx1 fosforiliran na Ser16, selektivno nakuplja u jezgri striatalnih neurona,

pri ¢emu naruSava promet tvari iz jezgre i korelira s progresijom bolesti. Tako, IkBf-
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posredovana fosforilacija mutanta HTT moze doprinijeti progresiji bolesti (Havel i sur.
2011).

Inhibicija IkBB pomocu malih inhibitornth molekula ili shRNA stimulira
fosforilaciju HTT na N-terminalnom djelu bez utjecaja na njegov transport (Truant i sur.
2010). Dok ti suprotni ucinci IkBB na HTT fosforilaciju zahtijevaju daljnje pojasnjenje,
poznato je da fosfor-mimetik Serl3 i Serl6 u mutantu HTT daje neuroprotekciju i
ublazava simptome kod HB miseva (Gu i sur. 2009). Nejasno je utjece li IkBf na
fosforilaciju HTT in vivo ili pak na stabilnost HTT, unutarstani¢ni transport, cijepanje i
oligomerizaciju. Naznake da bi inhibicija IkBB mogla stimulirati fosforilaciju HTT,
potvrduje tezu da aktivacija IkBB moze biti Stetna (Gu i sur. 2009.). IkBf podjedinica
inducirana povisenim koncentracijama citokina i abnormalnim razinama o$te¢enja DNA,
mogla bi ubrzati cijepanje i promet normalnog HTT i na taj nacin oStetiti neurone
(Khoshnan i sur. 2009; Thompson i sur. 2009). U odnosu na to, ako IkBf fosforilira
mutirani HTT, moze uzrokovati nakupljanje HDx1 u jezgri i pri tom inducirati patoloski
put. Daljnja istrazivanja na miSevima s HB kod kojih je uklonjena IkBP podjedinica
kompleksa bi morala dati nove vazne informacije o ulozi IkBp u HTT fosforilaciji pa i

patologiji Huntingtonove bolesti (Thompson i sur. 2009; Havel i sur. 2011).

2.6. Terapeutski potencijal IkB kompleksa

Dosadasnja istrazivanja upucuju na to da potiskivanje aktivnosti IkB moze
zaustaviti napredak HB. Inhibicija IxkBf moze smanjiti neuroinflamaciju i proizvodnju
upalnih citokina, koji se smatraju vaznim modifikatorima HB progresije (Bjorkqvist i sur.
2008). IkBB-ovisna neuroinflamacija takoder je implicirana u PB i AB te posredovana
kaspazama vaznim za cijepanje HTT (Khoshnan i sur. 2009; Burguillos i sur. 2011). Na taj
nacin, snizavanje aktivnosti IkBB moZze ukloniti toksi¢ne ucinke neuroinflamacije, koja je
sastavni dio nekoliko neurodegenerativnih poremecaja (Glass i sur. 2010). U slu¢ju HB
blokiranje 1kBp aktivnosti bi trebalo umanjiti cijepanje normalnog i mutiranog HTT,
usporiti nakupljanje oligomernih toksi¢nih fragmenata, kao i propadanje neurona zbog
genotoksi¢énih faktora (Khoshnan i sur. 2009; Thompson i sur. 2009). Inhibitori IxBj
smanjuju neurotoksi¢nost HDx1 kod modelnog HB mozga prema dosad jo$ neobjasnjenom
mehanizmu, dok stimulacija IkBf aktivnosti uzrokuje nakupljanje HDx1 S$to moZe

intenzivirati neurotoksi¢nost (Khoshnan i sur. 2004; Thompson i sur. 2009; Zuccato i
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Cattaneo, 2010). Stoga, istrazivanja ucinaka inhibitora IkBf u zivotinjskim modelima HB
bi mogla dovesti do razvoja novih terapeutika.

Dosad su otkriveni brojni inhibitori IkBp ¢iji neurozastitnicki efekti u modelima
bolesti jo§ uvijek nisu potpuno razja$njeni. lpak, poticajni rezutati dobiveni su
istrazivanjem NEMO terminalne domene, koja odgovara C-terminalnom kraju IxkBp te
sprjecava vezanje IkBy s IkBa, odnosno nastajanje aktivnog kompleksa (Madge i May
2009). Takva sistemska primjena NEMO podjedinice blokira neurodegeneraciju, ometa
aktivaciju mikroglija u podru¢ju substantia nigra mozga te poboljSava motoricku funkciju
kod PB modela misa (Ghosh i sur. 2007). Kod ishemije je takoder utvrdeno smanjenje
neurodegeneracijskih procesa uslijed unoSenja inhibitornih molekula IkBf podjedinice
(Herrmann 1 sur. 2005). Kemijska i1 geneticka inhibicija IkBf sprje€ava degeneraciju
spinalnih neurona stimuliranu mutantnim HDx1 (Khoshnan i sur. 2009). Otkriveno je kako
IxkBp inhibitori blokiraju aktivaciju kaspaze-6 kao jednog od istaknutih enzima patogeneze
HB (Graham i sur. 2006; Khoshnan i sur. 2009). Ovi nalazi potvrduju procjenu IxkBf
inhibitora u HB zivotinjskim modelima. Nekoliko inhibitora IkBB uslo je u klinicka
ispitivanja zbog njihovog ucinka na malignost bolesti. S obzirom na poviSene razine
upalnih citokina u serumu i CNS pre-simptomatskih bolesnika s HB (Bjorkqvist i sur.
2008), moglo bi se razaznatati moze li rano sistemsko unosSenje IkBf inhibitora utjecati na
vrijeme pocetka i progresije bolesti u HB Zivotinjskim modelima (Lee i Hung 2008;

Khoshnan i Patterson 2011).

Unato¢ obecavaju¢im terapeutskim moguénostima, dugotrajna primjena IkBf
inhibitora bi mogla dovesti do nezeljenih nuspojava s obzirom na vaznost IkBf kod
razvoja imunoloskih stanica. Stoga bi rjeSenje bilo u razvijanju strategija za selektivnu
inhibiciju IkBf u mozgu. Jedna takva moguca strategija je uklanjanje ekspresije IkBf u
CNS putem isporuke shRNA, sintetickih miRNA (eng. micro RNA) ili anti-sense
oligonukleotida (Boudreau i Davidson, 2010). Poznato je da brisanje IkBp u CNS
modelnih miSeva nema nikakvog vidljivog uc€inka na neuralni razvoj 1 rast, a uvelike
ublazava neurodegeneraciju kod ishemije (Herrmann i sur. 2005; Van Loo i sur. 2006).
Smanjenje IkBB u CNS sprjecava demijelinizaciju induciranu neurotoksi¢nim sredstvima
(Raasch i sur. 2011). Samim time, dugotrajna inhibicija IkBf u CNS ne moze imati velike
Stetne nuspojave. Utisavanje IkBp ekspresije je zaStitno u ljudskim neuronima izlozenim
toksicnim sredstvima i sprjeCava aktivaciju kaspaza, koje cijepaju normalan HTT

(Khoshnan i sur. 2009; Thompson i sur. 2009). Ispitivanje takvih strategija u zivotinjskim
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modelima HB je vrijedan pokusaj testiranja ucinkovitosti, isporuke i potencijalnih

nuspojava.
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3. ZAKLJUCAK

Premda je uloga IkB kompleksa, posebice IkBf podjedinice u neuroinflamaciji i
NF-xB signalizaciji Huntingtonove bolesti dobro opisana, objaSnjenje funkcije IkBf
neovisno 0 NF-kB u CNS i dalje je nerazjasnjeno. Daljnja istrazivanja bi se morala
usmyjeriti na prac¢enje progresije HB kod oboljelih kada se aktivnost ove podjedinice u CNS
inhibira, posto takvo molekularno upravljanje prema dosadasnjim saznanjima, predstavlja
najperspektivniju terapeutsku opciju. Cinjenica da pocetak inflamacije poéinje mnogo
ranijje u odnosu na pojavu simptoma, pokazuje da je iregularno djelovanje IxBf
zastupljeno u imunoloskim stanicama i moguce ostalim organima. Stoga bi razja$njenje
uloge IkBf u imunoloSkom sustavu pacijenata takoder moglo dati uvid u slozenu
interakciju podjedinice s boles¢u. Uloga IkBf u reguliranju fosforilacije HTT takoder je
nedokucena u potpunosti i potrebne su daljnje studije kako bi se razotkrio ovaj aspekt IkBf
u neurobiologiji HTT. Uz to, istrazivanja su utvrdila da fosfo-mimetici Serl13 i Serl6 u
mutantnom HDx1 induciraju konformaciju koja je manje podlozna oligomerizaciji i
potencijalno manje toksi¢na. Prema svemu navedenom, buduce studije o faktorima koji
imaju regulatorni utjecaj na razvoj ali i inhibiciju Huntingtonove bolesti, bi trebale otkriti

nove ciljeve i u¢inkovitije na¢ine za terapiju i ranu intervenciju.
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