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1. UvOD

Misiéne distrofije su skupina nasljednih bolesti koje se ocituju progresivnim slabljenjem i
propadanjem misic¢a (Gao i McNally, 2015). Genetska pozadina ovih bolesti vrlo je heterogena
(Kanagawa 1 Toda, 2006). Drugim rijecima, distrofi¢ni fenotip moze se javiti kao posljedica
mutacije velikoga broja proteina. Mahom se radi o proteinima koji izravno ili neizravno obnasaju
vazne strukturne funkcije, ¢ime pridonose odrzanju integriteta misi¢nih stanica. Medutim, bolesti

ove skupine mogu uzrokovati i defekti enzima zaduzenih za modifikaciju takvih proteina.

Da bi miSi¢ne stanice bile funkcionalne, nuzno je da ispravnim interakcijama budu ¢vrsto
ugradene u izvanstani¢ni matriks. Takoder je vazna ispravnost interakcija citoskeleta s
plazmatskom membranom i jezgrom. Poremecaji navedenih interakcija ¢ine miSi¢ne stanice
posebno osjetljivima na oStecenja inducirana djelovanjem kontraktilne sile. Normalni se miS$i¢i
uslijed oSte¢enja obnavljaju dijeljenjem miSi¢nih mati¢nih stanica, takozvanih satelitnih stanica.
S obzirom na to da kod miSi¢nih distrofija stupanj oSteCenja nadilazi kapacitet njihove
proliferacije, moguénost obnove u tim je slucajevima vrlo ograni¢ena (Alberts i sur., 2015).
Ostecene miSi¢éne stanice u konacnici nekrotiziraju te bivaju zamijenjene masnim i vezivnim
tkivom (Kanagawa 1 Toda, 2006), zbog ¢ega misi¢i postaju sve slabiji (Gao 1 McNally, 2015).
Kod nekih je oblika bolesti, zbog poremecaja rada sr¢anog misi¢a (Emery, 2002) ili uslijed

slabljenja miSi¢a vaznih prilikom disanja (Cooper, 2019), mogu¢ i smrtni ishod.

Klasifikacija miSi¢nih distrofija temelji se na tjelesnoj raspodjeli 1 stupnju propadanja
miSi¢a, dobi u kojoj nastupaju prvi simptomi te na¢inu nasljedivanja i napredovanja bolesti
(Kanagawa i Toda, 2006). S obzirom na velik broj gena ¢ije mutacije vode razvoju ovih
poremecaja, prednost u njihovoj klasifikaciji sve viSe ima molekularna patogeneza specifi¢na za
pojedino stanje (Cohn i Campbell, 2000). Do sada je opisano preko 30 razli¢itih bolesti koje se
svrstavaju u miSi¢ne distrofije (Cooper, 2019). Brojna od tih stanja mogu biti uzrokovana
mutacijama u vecem broju gena. Vrijedi 1 obrat — u nekim slucajevima mutacije jednoga gena

mogu uzrokovati vise razli¢itih bolesti.

Ovaj rad prikazuje molekularne osnove poremecéaja koji se dogadaju na razini
izvanstanicnoga matriksa miSiénih stanica te njegove poveznice s citoskeletom, takozvanog
distrofinsko-glikoproteinskog kompleksa, kao i poremecaje jezgrine lamine koji rezultiraju

razvojem misi¢nih distrofija. Osim toga, dotice se i nekoliko terapijskih pristupa ovim bolestima.
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2. POREMECAJI DISTROFINSKO-GLIKOPROTEINSKOGA KOMPLEKSA

Mehanicka stabilnost miSi¢nih stanica odrzava se vezom izmedu aktinskoga citoskeleta i
izvanstanicnoga matriksa. Ta veza ostvaruje se posredstvom distrofinsko-glikoproteinskog
kompleksa (engl. dystrophin-glycoprotein complex; DGC) (Kanagawa i Toda, 2006). Kompleks
DGC prisutan je kod skeletnih misi¢a te sréanoga misic¢a. Osim strukturne uloge, vazan je i u
prijenosu signala preko plazmatske membrane (Lapidos i sur., 2004). Njegove se komponente
razlikuju smjestajem. Citoplazmatske su komponente distrofin, distrobrevin, sintrofini te sintaza
dusikova oksida (sintaza NO); transmembranske su g-distroglikan, sarkoglikani i sarkospani;
vanstani¢na je komponenta o-distroglikan (Slika 1.), dok je kaveolin-3 integralni membranski

protein (Gao i McNally, 2015). Distrofin je taj koji veze komponente citoskeleta, u prvom redu
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Slika 1. Struktura distrofinsko-glikoproteinskog kompleksa. ECM oznacava izvanstani¢ni
matriks, SSPN sarkospane, a nNOS sintazu diSikova oksida. Ogranci na sarkoglikanima te f-
distroglikanu, kao i kose crte na a-distroglikanu oznacavaju Secere, s obzirom na to da se radi o

glikoziliranim proteinima. Distrofin sadrzi Cetiri Sarke obojene narancasto i crveno. Izmedu njih



se nalaze ponavljanja nalik proteinu spektrinu prikazana u sivoj boji. Preuzeto i prilagodeno

prema Gao i McNally, 2015.

Genetski poremecaji kompleksa DGC za posljedicu mogu imati razvoj raznih oblika
miSiénih distrofija, medu kojima je i najces¢i oblik ove grupe bolesti - Duchennova misSi¢na
distrofija (DMD). Drugi oblici ukljucuju Beckerovu misi¢nu distrofiju (BMD), kongenitalne
misi¢ne distrofije (engl. congenital muscular dystrophies; CMD) te pojasne miSiéne distrofije
(engl. limb-girdle muscular dystrophies; LGMD). Mutacije proteina distrofina mogu biti uzrok
razvoju DMD-a i BMD-a, dok poremecaji ostalih komponenata kompleksa DGC za posljedicu
mogu imati razvoj nekih oblika CMD-a i LGMD-a (Kanagawa i Toda, 2006).

2.1. POREMECAIJI DISTROFINA

Distrofin je protein molekulske mase 427 kDa (Cooper, 2019). Kodiran je najvecim
poznatim ljudskim genom (DMD), koji broji ¢ak 79 eksona te je dulji od 2,2 Mb, ¢ime zahvaca
oko 0,1% ljudskoga genoma (Koenig i sur., 1987). Protein se nalazi s citoplazmatske strane
membrane miSi¢ne stanice, tj. sarkoleme. Sastoji se od Cetiri funkcionalne domene. N-terminalna
domena ABD1 (engl. actin-binding domain 1) veze y-aktinske filamente. Njome je distrofin
povezan s citoskeletom (Gao 1 McNally, 2015). Takoder veze intermedijarni filament citokeratin
19, ¢ime dodatno povezuje distrofin s kontraktilnom masinerijom stanice (Stone i sur., 2005;
Stone i sur., 2007). Na domenu ABD1 nadovezuje se sredi$nja Stapicasta domena, koja se sastoji
od 24 ponavljanja nalik proteinu spektrinu. Izmedu 11. 1 17. ponavljanja nalazi se drugo vezno
mjesto za y-aktin (ABD2) (Lapidos i sur., 2004), koje je bogato baziénim aminokiselinama, §to S
obzirom na kiselu prirodu aktinskih filamenata ukazuje na to da vezanje aktina pociva na
elektrostatskim interakcijama (Amann i sur., 1998). Izmedu 20. i 23. ponavljanja nalazi se vezno
mjesto za mikrotubule (Slika 1.) (Belanto i sur., 2014; Prins i sur., 2009). Osim s citoskeletom,
Stapicasta domena ostvaruje interakcije i s fosfolipidima sarkoleme (Le Rumeur i sur., 2003). 24
spektrinska ponavljanja razlomljena su Cetirima Sarkama bogatima prolinom, Sto distrofinu daje
elasti¢nost (Koenig i sur., 1990). Na stapicastu domenu nadovezuje se domena bogata cisteinom,
koja stupa u interakciju s transmembranskim proteinom p—distroglikanom, ¢ime se postize
lokalizacija distrofina uz sarkolemu (Lapidos i sur., 2004). Zadnja je C-terminalna domena. Ona

sadrzi vezna mjesta za distrobrevin te sintrofine (Sadoulet-Puccio i sur., 1997). Njihovo vezanje i



asocijacija sa sintazom NO (Slika 1.) bitni su u putovima prijenosa signala (Gao i McNally,
2015).

Gen DMD nalazi se na X kromosomu, stoga se nasljeduje na spolno vezani nacin.
Njegove su mutacije recesivne, zbog cega DMD i BMD ¢esc¢e pogadaju musku populaciju — od
DMD-a obolijeva jedno musko novoroden¢e na njih 3500-5000 (Cooper, 2019; Hoffman i sur.,
1987). Otprilike tre¢ina oboljelih od DMD-a ne nosi nasljedenu mutaciju. S obzirom na veli¢inu i
kompleksnost distrofinskog gena, mutacije Cesto nastaju de novo (Kanagawa i Toda, 2006).
Najces¢a mutacija gena DMD je delecija jednoga ili visSe eksona. Delecija se obi¢no dogada
izmedu eksona 45 155 ili izmedu eksona 3 1 19. Tockaste mutacije 1 duplikacije eksona takoder
su relativno Ceste (Gao 1 McNally, 2015). DMD se uglavnom javlja zbog mutacija koje uzrokuju
pomak okvira ¢itanja i posljedi¢no pojavu preuranjenog stop-kodona. Transkripti mutiranog gena
su nestabilni pa obi¢no podlijezu razgradnji. Ako dode do translacije, nastaje krnji protein, koji je
1 sam nestabilan pa prati sli¢nu sudbinu. Delecijske mutacije koje uzrokuju BMD zadrzavaju
toCan okvir Citanja pa nastaje stabilni, iako krnji, protein (Gao i McNally, 2015). Prema tome,
DMD se ocituje potpunim ili gotovo potpunim izostankom distrofina u miSi¢ima, dok je kod
BMD-a distrofin u tkivu prisutan, medutim, samo je djelomicno funkcionalan (Cooper, 2019).

Oboljeli od BMD-a stoga imaju blazi oblik bolesti (Kanagawa i Toda, 2006).

Izostanak (funkcionalnog) distrofina kompleks DGC ¢ini nepotpunim. Kao takav, on je
nestabilan pa je podlozan oSte¢enjima uslijed djelovanja kontraktilne sile (Lapidos i sur., 2004).
Sarkolema stoga postaje propusnija, $to vodi povi§enoj razini unutarstani¢énog Ca®* (Gillis, 1999).
Posljedi¢no dolazi do poremecaja funkcije mitohondrija, §to se ocituje smanjenom proizvodnjom
ATP-a i gubitkom membranskog potencijala (Kyrychenko i sur., 2015; Houang i sur., 2018;
Kang i sur., 2018; Mareedu i sur., 2021). Takoder, deficijencija distrofina u skeletnim misi¢ima
za posljedicu ima krivu lokalizaciju sintaze NO (Lapidos i sur., 2004). Ona je inace usidrena u
sarkolemu, odakle regulira protok krvi - proizvodnjom dusikova oksida poti¢e lokalnu
vazodilataciju (Thomas i sur., 1998). Promjena njezine lokalizacije rezultira nenormalnom

vazokonstrikcijom tijekom fizicke aktivnosti (Brenman i sur., 1995; Sander i sur., 2000).

Oboljeli od DMD-a u djetinjstvu kasne s razvojem motori¢kih sposobnosti poput hodanja,
sjedenja 1 govora. Izmedu druge i sedme godine zivota obi¢no pocinju osjecati slabost u

miSi¢ima, a do 12. godine ve¢ina izgubi sposobnost samostalnoga hoda (Gao 1 McNally, 2015).



Nakon toga nastupaju problemi s disanjem pa se javlja potreba za koristenjem respiratora. Smrt
obi¢no nastupa izmedu dvadesete i tridesete godine zivota zbog poremecaja rada pluca (Cooper,
2019). S druge strane, klinicka slika oboljelih od BMD-a ima $iri spektar fenotipova jer ovisi 0
stupnju naruSenosti distrofina. Gubitak sposobnosti samostalnoga hoda mogu¢ je ve¢ u drugom
desetljecu zivota, medutim, neki zadrzavaju tu mogucénost i u Sestome (Gao i McNally, 2015).
Ocekivani zivotni vijek oboljelih od BMD-a ne razlikuje se nuzno od onoga u zdravih ljudi
(Cooper, 2019). Kompleks DGC se osim u skeletnim misi¢ima nalazi i u sranom misicu, stoga

oboljeli od DMD-a i BMD-a mogu patiti i od sr¢anih tegoba (Gao i McNally, 2015).

2.2. POREMECAIJI DISTROGLIKANA

Vrlo vazna komponenta kompleksa DGC je distroglikan. On se sastoji od a-distroglikana
(a-DG) te p-distroglikana (#-DG). Obje podjedinice kodirane su istim genom (DAG1), a odvajaju
se posttranslacijskim proteolitickim cijepanjem (Ibraghimov-Beskrovnaya i sur., 1992). p-DG je
transmembranska podjedinica, koja asocira s domenom distrofina bogatom cisteinom (Gao i
McNally, 2015). f-DG nekovalentnim interakcijama ¢vrsto veze a-DG (Kanagawa i Toda, 2006).
On je izloZen na vanjskoj strani stanice te veze komponente izvanstani¢noga matriksa, kao Sto su
laminini, agrin, perlekan i neureksin (Michele 1 Campbell, 2003), za Sto je nuzno da bude obilno
glikoziliran. Glikozilaciji podlijezu serinski bo¢ni ogranci domene nalik mucinu. Dakle, rije¢ je o
O-glikozilaciji (Gao i McNally, 2015). N-glikozilacija takoder je prisutna, medutim, nema

utjecaja na sposobnost vezanja izvanstanicnoga matriksa (Ervasti i Campbell, 1993).

Mutacije distroglikanskog gena opazaju se vrlo rijetko, $to se pridaje njegovoj velikoj
vaznosti u ranom embrionalnom razvoju. Naime, miSevi S mutacijom koja onemoguéava
ekspresiju ovoga gena (engl. null) umiru tijekom embriogeneze (Kanagawa i Toda, 2006;
Williamson 1 sur., 1997). Veéina mutacija koja remeti funkciju distroglikana dogada se u genima
kojima su kodirane glikozilaze a-DG-a. Rezultiraju¢a hipoglikozilacija smanjuje sposobnost a-
DG-a da veze laminine, zbog ¢ega se naruSava veza izmedu citoskeleta i izvanstani¢nog matriksa.
Ovo je uzrok razvoju bolesti koje se grupno nazivaju ,distroglikanopatijama“ (Kanagawa i Toda,
2006). Medu njima su razne kongenitalne i pojasne miSi¢ne distrofije. CMD su uzrokovane
mutacijama gena LARGE, GTDC2, B3GNT1, POMK, GMPPB te ISPD (Buysse i sur., 2013;
Carss i sur., 2013; Di Costanzo i sur., 2014; Longman i sur., 2003; Ogawa i sur., 2013; Willer i



sur., 2012). LGMD uzrokovane su mutacijama gena POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN, FKRP
(Nigro i Savarese, 2014). Proteinski produkti svih navedenih gena vazni su za glikozilaciju a-
DG-a. Primjerice, gen LARGE kodira glikoziltransferazu koja na o-DG veze ksilozu i
glukuronsku kiselinu (National Center for Biotechnology Information, 2023a).

Klinicka slika distroglikanopatija ima Sirok raspon fenotipova. Neke bolesti mijenjaju
strukturu mozga, Sto se moze ocitovati smanjenim umnim sposobnostima, dok su druge blage i ne
zahvacaju sredi$nji Ziv€ani sustav (Muntoni, 2004). Pojasne misi¢ne distrofije koje spadaju u
skupinu distroglikanopatija blazi su oblici bolesti, kod kojih simptomi nastupaju tek u odrasloj
dobi. S druge strane, kongenitalne miSi¢ne distrofije donose ozbiljnije poteskoce (Kanagawa,
2021). Fukuyama kongenitalna misi¢na distrofija uzrokovana je insercijom retrotranspozona u
gen FKTN, kojim je kodiran fukutin, protein ukljuen u glikozilacijski put a-distroglikana. Neki
od simptoma ove bolesti su slabost miSica, epilepsija, mentalna retardacija te problemi s o¢ima.
Drugi primjeri kongenitalnih misiénih distrofija izazvanih poremecajima glikozilacije a-DG-a su
,bolest miSica, oka i mozga“ te Walker-Warburgov sindrom (WWS) (Kanagawa i Toda, 2006).
Sve tri bolesti nasljeduju se autosomno-recesivnim putem te imaju sliéne simptome. WWS je
najteza distroglikanopatija te najtezi oblik kongenitalnih misi¢nih distrofija opéenito, a uzrokovan
je mutacijama gena POMT1 ili POMT2. Vecina bolesne djece umire prije tre¢e godine Zivota
(Kanagawa i Toda, 2006; Vajsar i Schachter, 2006).

2.3. POREMECAJI SARKOGLIKANA

Sarkoglikani su transmembranski glikoproteini koji tvore evolucijski o¢uvane komplekse.
U sisavaca je pronadeno Sest razli¢itih sarkoglikana: a, £, v, 9, ¢ i {. U sastav kompleksa DGC
ulazi sarkoglikanski kompleks (kompleks SG) sacinjen od sarkoglikana a, S, y i d u omjeru
1:1:1:1. Sarkoglikani £ i ¢ ¢ine strukturnu srz kompleksa SG, na koju se dodatnu vezu
sarkoglikani a i y (Gao i McNally, 2015). Smatra se da sarkoglikani imaju viSe uloga u mi$i¢nim
stanicama, neke od kojih su jo$ uvijek upitne. Zna se da kompleks SG pridonosi stabilnosti
kompleksa DGC na vise nacina. Prvi nacin je stabilizacija vezanja a-DG-a i f-DG-a (Gao i
McNally, 2015). Osim toga, kompleks SG ostvaruje interakcije s distrobrevinom, koji je vezan za
C-terminalnu domenu distrofina (Ruszczak i sur., 2009; Yoshida i sur., 2000). Dodatno, ¢vrsto

asocira sa sarkospanima (Slika 1.), transmembranskim proteinima iz porodice tetraspanina



(Crosbie i sur., 1999). Ostvarivanjem interakcija s drugim komponentama kompleksa DGC,
sarkoglikani osiguravaju njegovu postojanost te usidrenje u sarkolemi (Gao i McNally, 2015).
Takoder je moguce da sarkoglikani Stite stanicu od vanjskog stresa s obzirom na to da
interagiraju s filaminom C (Thompson i sur., 2000), a poznato je da filamini imaju ulogu u
polimerizaciji aktina, organizaciji membranskih receptora te mehanickoj zastiti (Stossel i sur.,
2001). Kako bi se navedene interakcije mogle ostvariti, proteolitickim cijepanjem C-Kraja
filamina C potrebno je izloZiti vezno mjesto za sarkoglikane y i 6 (Gao i McNally, 2015). Za to je
zaduzen kalpain-3, proteaza ovisna o kalciju (Guyon i sur., 2003). Jo$ jedna potencijalna funkcija
sarkoglikana je posredovanje u adheziji stanica putem interakcija s integrinima (Gao i McNally,
2015). Sarkoglikan o ima posebne dodatne funkcije. Radi se o ekto-ATPazi ovisnoj o0 ionima
Ca?* i Mg?*, koja moze hidrolizirati vanstani¢ni ATP i time zastititi mi$iéne stanice (Sandona i
sur., 2004). Naime, razina vanstani¢nog ATP-a povecava se uslijed oStecenja stanice 1 vazan je
signal koji vodi u apoptozu (Allen, 2001). Sarkoglikan « vazan je i u regulaciji proliferacije

misi¢nih progenitorskih stanica (Cassano i sur., 2011).

Mutacije gena koji kodiraju sarkoglikane a, B, y i 6 uzrok su razvoju odredenih oblika
pojasnih miSi¢nih distrofija skupine LGMD?2. Njihovo nasljedivanje je autosomno-recesivno
(Ozawa 1 sur., 2005). Odsustvo jednoga sarkoglikana vodi smanjenoj koli¢ini ostalih
sarkoglikana (Kanagawa i Toda, 2006). Sarkolema posljedi¢no postaje krhka te neotporna na
oStecenja izazvana djelovanjem kontraktilne sile (Gao 1 McNally, 2015). Takoder, deficijencija
sarkoglikana vodi metabolickim promjenama uslijed kojih se oSte¢eno miSi¢no tkivo zamjenjuje
masnim tkivom (McNally i Pytel, 2007). Osim toga, utvrdeno je da mutacije sarkoglikana S, y i 0
za posljedicu mogu imati 1 razvoj kardiomiopatije (Barresi i1 sur., 2000), odnosno sréanih tegoba
nalik onima u osoba s DMD-om (Finsterer i Stollberger, 2003; Melacini i sur., 1999). Osim
mutacija sarkoglikana, razvoju pojasnih misi¢nih distrofija iste skupine mogu voditi 1 mutacije

proteina kalpaina-3 (Gao i McNally, 2015).

2.4. POREMECAJI KAVEOLINA-3

Protein kaveolin-3 komponenta je kompleksa DGC te glavna strukturna komponenta
kaveola u misi¢nim stanicama (Galbiati i sur., 2001). Kaveole su uvrnuca sarkoleme, koja sluze

kao sidrista signalnih proteina (Lapidos i sur., 2004). Mutacije kaveolina-3 mogu poremetiti



njegovu oligomerizaciju, pa i formaciju kalveola. Rezultat je razvoj pojasne misSi¢ne distrofije
LGMD1C (Cohn i Campbell, 2000). Umjesto da se transportira do sarkoleme, mutirani kaveolin-
3 zadrzava se u Golgijevom aparatu te tvori velike nestabilne agregate (Galbiati i sur., 1999).

Mutacije ostalih komponenata kompleksa DGC ne rezultiraju razvojem misi¢nih
distrofija, ali mogu dovesti do razvoja nekih drugih bolesti (Gao i McNally, 2015).



3. POREMECAIJI IZVANSTANICNOGA MATRIKSA

Zivotinjske su stanice uronjene u izvanstaniéni matriks, koji ih povezuje te uvjetuje
njihovo prezivljavanje, oblik, polarnost, razvoj i migracije (Alberts i sur., 2015). Njegov se
sadrzaj mijenja tijekom rasta i migracija stanica te ovisi i o vrsti tkiva s kojim asocira. Sastoji se
od polisaharidnog gela u koji su uronjeni sekretorni vlaknasti proteini, kao $to su kolageni.
Takoder sadrzi adhezijske proteine, u prvom redu fibronektin, koji povezuju molekule matriksa

medusobno, ali 1 sa stanicama (Cooper, 2019).

Kolageni su glavni strukturni proteini izvanstani¢nog matriksa. Karakteristicni su po
strukturi trostruke uzvojnice nalik uzetu, koja nastaje uvijanjem triju polipeptidnih lanaca oko
zajednic¢ke osi. Aminokiselinski motiv Gly-X-Y (gdje je X redovito prolin, a Y hidroksiprolin)
omogucava stvaranje vodikovih veza, koje podrzavaju opisanu strukturu. Molekule kolagena
obi¢no asociraju u dugacke kolagene fibrile, a kolagen tipa IV moZe se i umrezavati jer ima

kratke regije koje odstupaju od motiva Gly-X-Y (Cooper, 2019).

Stanica na povr$ini ima viSe vrsta receptora za povezivanje s izvanstani¢nim matriksom.
Glavni medu njima su integrini. Oni ¢ine veliku skupinu transmembranskih proteina, koji se
sastoje od nekovalentno asociranih podjedinica o i £. Kod ljudi postoje 24 razli¢ita integrina.
Nastaju razli¢itim dimernim kombinacijama izmedu osam razli¢itith £ lanaca 1 16 razliitih o
lanaca (Alberts 1 sur., 2015). Mogu vezati razne komponente izvanstani¢nog matriksa: kolagene,
fibronektin, laminin te proteoglikane (Cooper, 2019), a sposobnost vezanja ovisi 0 koncentraciji
iona Ca?* i Mg?* u izvanstani¢nome mediju (Alberts i sur., 2015). S unutarnje strane stanice uz
pomo¢ drugih proteina vezu elemente citoskeleta, uglavnom aktinske filamente. Dakle,
premosc¢uju izvanstani¢ni matriks i citoskelet, Cime ¢vrsto povezuju stanicu s matriksom te imaju
mogucnost prijenosa molekularnih 1 mehanickih signala u oba smjera preko plazmatske
membrane (Alberts 1 sur., 2015). Osim integrina, transmembranski proteoglikani takoder mogu
vezati elemente izvanstani¢énog matriksa (Alberts 1 sur., 2015), a u stanicama skeletnih miSica tu

mogucnost ima i a-distroglikan (Kanagawa i Toda, 2006).

Vrsta izvanstaniénog matriksa koja okruZzuje skeletne miSi¢e naziva se bazalnom
membranom. Smatra se da sudjeluje u lateralnom prijenosu kontraktilne sile te da misi¢e ¢ini
rastezljivima (Kanagawa i Toda, 2006). Cine ju dva sloja: bazalna lamina i retikularna lamina

(Sanes, 2003). Poremecaji sastavnica izvanstanicnog matriksa i njegovih membranskih receptora



mogu dovesti do razvoja kongenitalnih i pojasnih oblika miSi¢nih distrofija (Kanagawa i Toda,
2006; Dowling i sur., 2021).

Bazalna lamina, kao posebna vrsta izvanstanicnog matriksa, osim miSi¢nih stanica
okruzuje i druge tipove stanica, poput masnih stanica ili Schwannovih. Nalazi se npr. ispod
slojeva epitelnih stanica te ih odvaja od vezivnog tkiva derme. Ima vaznu ulogu U regeneraciji
tkiva nakon ozljede. Primjerice, u slucaju oste¢enja miSica ili zivca u podruéju neuromuskularne
veze, bazalna lamina omogucava njezinu ponovnu uspostavu na pravome mjestu (Alberts i sur.,
2015). Njezine glavne komponente su kolagen tipa IV te laminini (Slika 2.). Laminini su
adhezijski proteini, koji nastaju asocijacijom «, £ i y lanaca u strukture nalik krizu ili slovu T
(Slika 3.). Samostalno polimeriziraju, a asociraju i s drugim elementima bazalne lamine, kao $to
su adhezijski protein nidogen, kolageni te proteoglikani (npr. perlekan). Takoder vezu povrsinske

stani¢ne receptore, kao $to su integrini (Slika 2.) (Cooper, 2019).

g perlekan
laminin
kolagentipa IV

plazmalema fﬁ

integrin

Slika 2. Struktura bazalne lamine. Njezine komponente su laminini, kolageni, adhezijski protein
nidogen i proteoglikani (npr. perlekan). Vazni stani¢ni receptori bazalne lamine su integrini, koji

vezu laminin. Preuzeto i prilagodeno prema Alberts i sur., 2015.
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(A a lanac

vezanje
proteoglikana

vezanje stanice

Slika 3. (A) Struktura laminina. Polipeptidni lanci a, f i y imaju Stapicaste i globularne domene.
Stapicaste domene namataju se jedna oko druge u strukturu trostruke uzvojice. Naznadene su
domene vazne za samoorganizaciju, vezanje nidogena, proteoglikana te povrSinskih stani¢nih

receptora. (B) Mreza laminina. Preuzeto i prilagodeno prema Cooper, 2019.

Vrlo vazna komponenta bazalne lamine skeletnih miSi¢a je laminin-2, takoder zvani
merozin. Nastaje asocijacijom triju polipeptidnih lanaca: a2, 1 i y1, gdje je svaki kodiran
zasebnim genom (Kanagawa i Toda, 2006). Polimerizira tvore¢i razgranatu mrezu, koja prianja
uz plazmatsku membranu globularnom domenom a2 lanca (Colognato i Yurchenco, 2000).
Mutacije gena LAMA2, koji kodira a2 lanac, mogu uzrokovati blaze oblike pojasnih misi¢nih
distrofija (Dowling i sur., 2021) te kongenitalne misi¢ne distrofije skupine MDCI1A (Helbling-
Leclerc 1 sur., 1995). MiSevi deficijentni u ekspresiji gena LAMAZ2 takoder imaju smanjenu
ekspresiju gena za £ i y lance (McDearmon i sur., 1998). Nemogucnost ispravne polimerizacije
laminina-2 naruSava organizaciju izvanstani¢nog matriksa i njegove interakcije sa stanicama
(Kanagawa i Toda, 2006). Stani¢ni receptori laminina-2 su a-distroglikan (komponenta
kompleksa DGC) te integrin o751 (Cohn i Campbell, 2000). Istrazivanja su pokazala da miSevi
koji ne mogu sintetizirati 1 podjedinicu integrina o741 ugibaju tijekom embrionalnog razvoja,
dok miSevi koji ne mogu sintetizirati o7 podjedinicu boluju od misi¢ne distrofije (Alberts i sur.,
2015). S druge strane, distroficni fenotip modelnih miSeva za Duchennovu mi$i¢nu distrofiju,
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koji nose mutacije u genima za distrofin te njemu homologni utrofin, moze se ublaziti pojacanom
ekspresijom a7 integrina (Burkin i sur., 2001). To u terapiji oboljelih od DMD-a otvara
mogucénost manipulacije ekspresije a7 integrina u svrhu kompenzacije poremecaja kompleksa

DGC (Kanagawa i Toda, 2006), prikazanih u drugome poglavlju.

Kolagen tipa VI smjesten je u sloju fibrilarne lamine. Nastaje asocijacijom lanaca al, a2 i
a3, redom kodiranih genima COL6Al, COL6A2 i COL6A3. Polimerizira dajuci
mikrofilamentoznu mrezu, koja stupa u interakciju s fibronektinom, biglikanom i kolagenom tipa
IV. Vazan je za odrZzavanje miSi¢ne funkcije jer sudjeluje u organizaciji izvanstanicnog matriksa
(Sabatelli 1 sur., 2001) na nacin da povezuje retikularnu laminu s bazalnom laminom (Kanagawa 1
Toda, 2006). Mutacije gena koji kodiraju lance kolagena tipa VI mogu rezultirati dvama oblicima
kongenitalnih misi¢nih distrofija: Ullrichovom miopatijom (nasljeduje se autosomno-recesivno)
te Bethlemovom miopatijom (nasljeduje se autosomno-dominantno) (Dowling i sur., 2021). U
nekim slucajevima Bethlemove miopatije u skeletnim je misi¢ima zabiljezena smanjena
ekspresija f1 lanca laminina, $to ukazuje na mogucu funkcionalnu povezanost laminina g1 i
kolagena tipa VI (Merlini i sur., 1999). Uslijed mutacije gena COL6A2 moze do¢i i do razvoja
blazih oblika pojasnih miSiénih distrofija (Dowling i sur., 2021). Zajedni¢ko bolestima vezanima

uz kolagen tipa VI te laminin-2 jest poja¢ana apoptoza miSi¢nih vlakana (Dowling i sur., 2021).
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4. POREMECAIJI JEZGRINE LAMINE

Glavni razlikovni ¢imbenik izmedu prokariota i eukariota jest Cinjenica da eukariotske
stanice, za razliku od prokariotskih, imaju jezgru. U njoj se odvijaju procesi replikacije DNA,
transkripcije te obrade RNA. Translacija je posljednji korak u ekspresiji gena te jedini korak koji
se odvija izvan jezgre, u citoplazmi. Odvajanje genoma od mjesta translacije pruza mogucnosti
regulacije genske ekspresije specifiéne za eukariote (Cooper, 2019). Granica izmedu jezgre i
citoplazme definirana je unutarnjom i vanjskom jezgrinom membranom, koje zajedno Cine
jezgrinu ovojnicu. Ona odrzava biokemijski identitet jezgre ograniCavajué¢i promet molekula
izmedu jezgre 1 citoplazme (Cooper, 2019), koji se odvija kroz komplekse jezgrinih pora
(Ungricht i Kutay, 2017). Ispod ovojnice se nalazi jezgrina lamina, koja odrzava strukturu jezgre.
Radi se o filamentoznoj mrezi, koja se sastoji od lamina i njima asociranih proteina (Cooper,
2019; Dobrzynska i sur., 2016). Lamini su intermedijarni filamenti molekulske mase 60-80 kDa,
¢ijom polimerizacijom nastaju strukture visoke uredenosti. Dimeri lamina nastaju ispreplitanjem
o zavojnica dvaju monomera. Bo¢nom asocijacijom dvaju dimera nastaju tetrameri, koji se
nadalje uzduzno medusobno povezuju (Cooper, 2019). Sisavci imaju tri gena koji kodiraju 4
glavne izoforme lamina: gen LMNA kodira lamine tipa A i tipa C, dok geni LMNB1 i LMNB2
kodiraju lamine tipa B1 i B2 (Dobrzynska i sur., 2016). Lamini A i C nastaju alternativnim
prekrajanjem transkripata LMNA gena (Cohn i Campbell, 2000) na mjestu desetoga eksona.
Proteini dijele 566 aminokiselina na N-kraju, dok im se C-krajevi razlikuju (Stuurman i sur.,
1998). Lamini tipa B svojim C-krajem trajno su usidreni u unutarnju jezgrinu membranu
(Ungricht i Kutay, 2017).

Jezgrina lamina vezana je za jezgrinu ovojnicu preko integralnih proteina unutarnje
jezgrine membrane, kao §to su emerin, receptor lamina B (LBR) te proteini s domenom SUN
(SUNL1 i SUN2). Emerin pripada tipu Il integralnih membranskih proteina bogatih serinom. Za
unutarnju jezgrinu membranu vezan je hidrofobnom C-terminalnom domenom, dok jezgrinu
laminu veze N-terminalnom domenom (Manilal i sur., 1996; Morris i Manilal, 1999). Unutarnja i
vanjska jezgrina membrana povezuju se interakcijom izmedu proteina S domenom SUN i
proteina s domenom KASH (tj. nesprina) u vanjskoj jezgrinoj membrani, ¢ime nastaje kompleks
LINC (engl. linker of nucleoskeleton and cytoskeleton complex) (Slika 4.) (Dobrzynska i sur.,

2016; Dowling i sur., 2021). Proteini s domenom KASH na citoplazmatskoj strani vezu elemente
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citoskeleta: aktinske filamente, motorne proteine mikrotubula i plektin (Alberts i sur., 2015).
Kompleks LINC povezuje jezgrinu ovojnicu te laminu s citoskeletom, ¢ime omogucava njihove

interakcije (Cooper, 2019; Dobrzynska i sur., 2016).

Kompleks

jezgrine

pore Vanjska Filament
R|bosom| N Jezgrina citoskeleta

membrana \

& 8 ————

|
Unutarnja jezgrina LINC < A KASH
LBR Emerin ?%’;a“\a ‘L SUN

-
=
.

\
74
2y

Kromatin

Slika 4. Jezgrina lamina u interakciji s jezgrinom ovojnicom i kromatinom. Unutarnja jezgrina
membrana veze laminu proteinom emerinom, receptorom lamina B (LBR-om) te proteinima s
domenom SUN. U vanjskoj membrani nalaze se proteini s domenom KASH - nesprini.
Njihovom interakcijom s proteinima s domenom SUN nastaje kompleks LINC (engl. linker of
nucleoskeleton and cytoskeleton complex). On povezuje vanjsku i unutarnju membranu jezgre.
Na myjestu stapanja dviju membrana nalazi se kompleks jezgrine pore. Preuzeto 1 prilagodeno

prema Cooper, 20109.

Jezgrina lamina ostvaruje interakcije i s kromatinom (Slika 4.) (Hoger i sur., 1991; Glass i
ur., 1993). Lokalizacija genomskih regija unutar jezgre moZe se korelirati s razinom genske
ekspresije. Heterokromatin je kromatin visokog stupnja kondenzacije. Interakcije s jezgrinom
laminom 1 unutarnjom jezgrinom membranom omogucavaju njegovu lokalizaciju u periferiji
jezgre, gdje ne dolazi do transkripcije, dok je eukromatin, tj. transkripcijski aktivan kromatin
niskog stupnja kondenzacije, smjesten u unutrasnjosti jezgre ili uz jezgrine pore. Dakle, polozaj
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kromosoma u interfaznoj jezgri nije nasumican, ve¢ postoje definirani ,kromosomski teritoriji
(Cooper, 2019). Transkripcija gena odvija se u unutraSnjosti jezgre, u takozvanim
,Htranskripcijskim tvornicama®, koje obiluju transkripcijskim faktorima i RNA polimerazama. U
jednoj ,transkripcijskoj tvornici® transkribira se viSe gena, $to pruza moguénost koordinirane
regulacije ekspresije funkcionalno povezanih gena (Cooper, 2019). S druge strane, u ljudskim je
stanicama prisutno izmedu 1000 i 1500 genomskih regija koje asociraju s jezgrinom laminom pa
se zovu domenama LAD (engl. lamina-associated domains) (Cooper, 2019). Srednja duljina ovih
dijelova genoma je 0,5 Mb (Bickmore i van Steensel, 2013). Zahvacaju 35-40% ljudskoga
genoma te su bogate epigenetskim oznakama histona H3K27me3 i H3K9me2, koje utisavaju
gensku ekspresiju (Dobrzynska i sur., 2016). Na epigenetsku modifikaciju H3K9me2 veze se
protein HP1 (engl. heterochromatin protein 1), koji zatim veze LBR (Cooper, 2019), ¢ime
heterokromatin asocira s jezgrinom ovojnicom. Osim slabe transkripcijske aktivnosti, za domene
LAD svojstvena je i niska gustoca gena (Dobrzynska i sur., 2016). Domene LAD prisutne u
velikom broju stanica nazivaju se konstitutivnima. Tijekom diferencijacije stanica dolazi do
promjene asocijacije nekih heterokromatinskih regija s jezgrinom laminom, tako da postoje i
domene LAD prisutne samo u nekim vrstama stanica. One se nazivaju fakultativnima
(Dobrzynska i sur., 2016). Tijekom mitoze dolazi do razgradnje jezgre i kondenzacije kromatina,
tako da domene LAD tada nisu definirane. Ponovno se uspostavljaju tek nakon mitoze, a
zanimljivo je da brojne heterokromatinske regije ne reasociraju s jezgrinom laminom. Umjesto
toga, vezU se na povrSinu jezgrice (Dobrzynska i sur., 2016) pa se definiraju kao domene NAD
(engl. nucleolus-associated domains) (Cooper, 2019). lzuzetak su heterokromatinske regije s
modifikacijom H3K9me2, koje uvijek reasociraju s jezgrinom ovojnicom i laminom (Dobrzynska
i sur., 2016). Susjedne domene LAD cesto ostvaruju interakcije te je zamijeCena korelacija

izmedu njihova ponasanja, koja ukazuje na kooperativnost genske ekspresije (Kind i sur., 2015).

Poremecaji jezgrine lamine uzrok su brojnim bolestima (Tablica 1.), koje se skupno
nazivaju ,,laminopatijama“ (Dobrzynska i sur., 2016). Radi se o mutacijama gena koji kodiraju
lamine, emerin, LBR te komponente kompleksa LINC. Mutacije gena LMNA uzrok su razvoju
najvec¢eg broja bolesti ove skupine (Alberts 1 sur.,, 2015), medu kojima su razne miSi¢ne
distrofije, kardiomiopatije, sindromi preuranjenog starenja, neuropatije i lipodistrofije (Cooper,
2019; Dobrzynska i sur., 2016).
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Tablica 1. Primjeri bolesti povezanih s poremecajima jezgrine lamine. Preuzeto i prilagodeno

prema Dobrzynska i sur., 2016.

BOLEST MUTIRANI NACIN POGODENO
GEN NASLJEDIVANJA TKIVO
LMNA AD/AR
EMD XR
Emery-Dreifussova miSi¢na SYNEL AD popre¢no-prugasti
TMEM43 AD
FHL1 XR
Pojasna miSi¢na distrofija tipa 1B LMNA AD poprecno-prugasti

misici

Kongenitalna misi¢na distrofija LMNA AD poprecno-prugasti

misici
LMNA AD
Restriktivna dermopatija koza
ZMPSTE24 AR
Hutchlr!§on-GI|fordov sindrom LMNA AD vite organa
(progerija)
Greenbergova displazija LBR AR kostur
Stecena parcijalna lipodistrofija LMNB2 AD masno tkivo
Spinocerebelarna ataksija 8 SYNE1 AR srediSnji Ziveani
sustav
Pelger-Huétova anomalija LBR AD Krvni sustav

AD — autosomno i dominantno, AR — autosomno i recesivno, XR — X-vezano i recesivno.

Unato€ prisutnosti emerina i lamina u svim eukariotskim stanicama, bolesti vezane uz
njihove mutacije zahvac¢aju samo neka tkiva (Dobrzynska i sur., 2016). Ovaj fenomen
objasnjavaju dvije hipoteze. Prema hipotezi mehanickog stresa, poremecaji jezgrine lamine, Koji
smanjuju strukturni integritet jezgre i naruSavaju njezinu vezu s citoskeletom, u vecoj se mjeri
odrazavaju na tkiva izlozena jakom mehani¢kom stresu, kao $to su miSi¢i, Koji su izlozeni

djelovanju kontraktilne sile (Cooper, 2019). Hipoteza genske ekspresije naglasava da poremecaji
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jezgrine lamine narusavaju njezine interakcije s jezgrinom ovojnicom i kromatinom, ¢ija se
lokalizacija u jezgri zato mijenja. Drugim rije¢ima, mijenja se organizacija domena LAD, a
posljedi¢no i genska ekspresija (Cooper, 2019). Rezultat je razvoj laminopatije, a tkivna
specifi¢nost proizlazi iz ¢injenice da razliCite stanice eksprimiraju razliite proteine jezgrine
ovojnice (Worman i Schirmer, 2015), koji se vjerojatno razlikuju stupnjem osjetljivosti na

poremecaje jezgrine lamine.

4.1. EMERY-DREIFUSSOVA MISICNA DISTROFIJA

Emery-Dreifussovu misi¢nu distrofiju (EDMD) uglavnom uzrokuju mutacije koje vode
izostanku ekspresije (engl. null) ili pogresne (engl. missense) mutacije gena EMD, kojim je
kodiran emerin, ili ve¢ spomenutog gena LMNA, kojim su kodirani lamini A i C (Heller i sur.,
2020).

Mutacije lamina A i C mogu promijeniti njihov naboj i hidrofobnost te time sprije€iti
ispravnu dimerizaciju (Hutchison i sur., 2001; Genshel i Schmidt, 2000). Zbog posljedi¢no
narusenog integriteta jezgrine ovojnice, dolazi do istiskivanja nukleoplazme (Dowling i sur.,
2021). Uslijed ovakvih strukturnih promjena jezgre, stanice postaju podloznije oStec¢enjima, $to je
u skladu s hipotezom mehani¢kog stresa. Osim toga, kao S§to naglasava hipoteza genske
ekspresije, dolazi do poremecaja organizacije kromatina te epigenetskih promjena (Perovanovic i
sur., 2016; Mewborn i sur., 2010).

Emerin sadrzi domenu LEM, kojom stupa u interakciju s proteinom BAF (engl. barrier-
to-autointegration factor), koji pak veze kromatin i time ima utjecaj na ekspresiju zahvacenih
gena. Za interakciju s proteinom BAF vazna je posttranslacijska modifikacija emerina, poblize O-
glikozilacija, koja podrazumijeva vezanje p-N-acetilglukozamina (O-GICNAC) na osam
aminokiselinskih ostataka (Berk i sur., 2013). Mutacije Ser53 i Ser54 u blizini domene LEM
ometaju glikozilaciju emerina i interakciju s proteinom BAF. Ove mutacije, dakle, remete
organizaciju kromatina te u skladu s hipotezom genske ekspresije posljedicno dolazi do razvoja
EDMD-a (Dobrzynska i sur., 2016). Ovo je samo jedan primjer mutacije emerina koja uzrokuje
EDMD. U vecini ostalih slu¢ajeva radi se o mutacijama koje dokidaju ekspresiju (engl. null) te

emerin uopce nije prisutan u miSi¢u (Emery, 2002).
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Utvrdeno je da emerin i lamin A/C sudjeluju u miogenoj diferencijaciji (Lattanzi i sur.,
2000; Lourim i Lin, 1989). Prema tome, njihove mutacije imaju viSestruki negativni utjeca;.
Osim $to izravno strukturno destabiliziraju miSi¢ne stanice, takoder ometaju diferencijaciju
mioblasta u miotubule, ¢ime smanjuju kapacitet satelitnih stanica da regeneriraju oStecene

dijelove tkiva (Favreau i sur., 2004).

Otprilike polovica oboljelin od EDMD-a ne nosi mutaciju u genu EMD niti LMNA
(Vytopil i sur., 2003; Bethmann i sur., 2004; Zhang i sur., 2007). Bolest mogu uzrokovati i
odredene mutacije gena SYNE1 i SYNE2 (kodiraju nesprine) te FHL1 (engl. Four And A Half
LIM Domains 1) (Dowling i sur., 2021; Gueneau i sur., 2009). Gen FHL1 kodira tri izoforme
proteina FHL1. Radi se o proteinima s vaznom ulogom u razvoju skeletnih misi¢a, kao 1 sréanog
misSi¢a. Najbolje proucena izoforma je FHLIA, koja u interakciji s drugim proteinima utjece na
sastavljanje sarkomera 1 provodenje signala miSi¢nim vlaknima. Osim toga, utjeCe na rast i

veli¢inu miSica (MedlinePlus 2017b).

Geni EMD i FHL1 nalaze se na X kromosomu, tako da se EDMD uzrokovane njihovim
mutacijama nasljeduju na spolno vezani na¢in. Mutirani su aleli recesivni (Dobrzynska i sur.,
2016), pa se ove varijante bolesti ¢e$¢e javljaju u muskoj populaciji (MedlinePlus 2017a). S
druge strane, geni LMNA te SYNE1 i SYNE2 nalaze se na autosomima. Mutacije gena SYNE su
dominantne, dok mutacije gena LMNA mogu biti i dominantne i recesivne (Dobrzynska i sur.,
2016). Dominantna je mutacija ¢eS¢a te uzrokuje blazi oblik bolesti (Emery, 2002). U 65%
sluajeva nije naslijedena, nego se dogada de novo (MedlinePlus 2017a). Bolest nastupa zbog

haploinsuficijencije lamina A/C (Bonne i sur., 1999).

Kao sto je prikazano, EDMD ima heterogenu genetsku pozadinu. UnatoC tome, razlicite
varijante imaju slicne simptome. Bolest se vrlo rano ocituje ogranicenom pokretljivoséu
zglobova. Laktovi i vrat postaju ukoceni, a dolazi i do skra¢ivanja Ahilove tetive pa oboljeli Cesto
ve¢ u djetinjstvu pocnu hodati na prstima. Slabljenje te troSenje miSi¢a ramena, ruku 1 listova
takoder pocinje rano, medutim, napreduje polagano pa u pocetku ne predstavlja znatan problem
(Cooper, 2019). Problemi sa srcem obi¢no nastupaju neSto kasnije, a podrazumijevaju
poremeceno provodenje elektri€nih impulsa, aritmije te kardiomiopatiju (Emery, 2000), zbog
cega Cesto dolazi do iznenadne smrti (Bécane i sur., 2000; van Berlo i sur., 2004; Sakata i sur.,

2005), ¢ak i u naizgled zdravih mladih osoba (Emery, 2002).
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5. OSTALI CESTI OBLICI MISICNIH DISTROFIJA

Distalne miSi¢ne distrofije broje dvadesetak poremecaja koji se ocCituju distalnim
slabljenjem misica, uglavnom u rukama, podlakticama, potkoljenicama i stopalima. Vec¢ina gena
¢ije mutacije vode razvoju ovih bolesti kodira proteine sarkoleme (Udd, 2011). Primjer takvog
proteina je disferlin, za koji se smatra da igra vaznu ulogu u popravku sarkoleme u slucaju
ostecenja. Njegove mutacije uzrokuju LGMD2B ili oblik distalne misi¢ne distrofije zvan

Miyoshijeva miopatija (MedlinePlus, 2014b).

Facioskapulohumeralna miSi¢na distrofija (FSHD) tre¢i je najces¢i oblik miSiénih
distrofija (Jia i sur., 2021). Bolest pogada misice lica, lopatica i nadlaktica (MedlinePlus, 2014c).
Postoje dva tipa ove bolesti, a oba su uzrokovana promjenama u genomskoj regiji na duljem
kraku Cetvrtoga kromosoma, zvanoj D4Z4, koja sadrzi 8-150 ponavljanja sekvence DNA duljine
3,3 kb (Jia i sur., 2021). Regija D4Z4 inace je hipermetilirana, ¢ime je u odraslim tkivima utiSana
ekspresija gena DUX4, inace aktivnog tijekom ranog embrionalnog razvoja i u testisima odraslih
muskaraca (MedlinePlus, 2014a). FSHD nastupaju zbog hipometilacije regije D4Z4 1 posljedi¢ne
ekspresije gena DUX4 tamo gdje je inate nema. DUX4 je transkripcijski faktor koji potice
ekspresiju odredenih gena koji dovode do smrti miSi¢ne stanice (Jia i sur., 2021). Kod FSHD1
hipometilacija nastupa zbog delecije unutar regije D4Z4, kojom se ona svodi na svega 1-10
ponavljaju¢ih sekvenci (MedlinePlus, 2014¢). Hipometilaciju u slu¢aju FSHD2 uzrokuje mutacija
gena SMCHD1. Njime kodirani protein zaduzen je za metilaciju regije D4Z4 (MedlinePlus,
2014c). Osim toga, FSHD2 moze biti uzrokovana i mutacijama gena DNMT3B, ¢iji genski
produkt takoder metilira DNA. Najnovija istrazivanja navode da mutacije gena LRIF1 takoder
vodi razvoju FSHD2. Naime, protein LRIF1 stupa u interakciju s proteinom SMCHD1 (Jia i sur.,
2021). Treba istaknuti da ekspresija gena DUX4 moze biti potaknuta samo kod permisivnog
haplotipa, koji sadrzi ekson 3. U njemu se nalazi poliadenilacijski signal, koji stabilizira
transkript gena DUX4 (Jia i sur., 2021). Vrlo blizu regije D4Z4 nalazi se gen koji kodira protein
ALP (engl. actinin-associated LIM protein) (Bredt, n.d.). Aktinini su predacki proteini distrofina
zaduZeni za unakrsno povezivanje aktinskih mikrofilamenata (Murphy i Young, 2015). Kako
protein ALP asocira s aktininima, koji pak utje¢u na organizaciju aktina, mogucée je da njegov

poremecaj utjece na distrofiju misi¢a kod oboljelih od FSHD-a.
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Okulofaringealna misi¢na distrofija prvo se ocCituje slabos¢u misi¢a kapaka i vrata, a s
vremenom zahvacéa i ostale skeletne misice. Uzrokovana je mutacijama gena PABPN1 (engl.
poly(A) binding protein nuclear 1) (MedlinePlus, 2018), koji na 5' kraju kodira $est alanina.
Bolest nastupa ako se taj broj poveca na 8-13. Inace, protein PABPNI1 uklju¢en je u sintezu poli-

A repa i transport mMRNA molekula (National Center for Biotechnology Information, 2023b).

Miotonicne miSi¢ne distrofije karakteristicne su po miotoniji — produljenim mi$i¢énim
kontrakcijama. Postoje dva tipa bolesti. Tip 1 uzrokovan je mutacijama gena DMPK, a tip 2
mutacijama gena CNBP (MedlinePlus, 2020). U oba slu¢aja funkciju gena naruSava povecani
broj ponavljanja kratkih nukleotidnih sekvenci (Vydra i Rayi, 2022). Nastaju produljeni

transkripti koji stvaraju nakupine 1 ometaju stani¢ne procese (MedlinePlus, 2020).
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6. TERAPIJSKI PRISTUPI MISICNIM DISTROFIJAMA

Za razvoj ucinkovitih terapija potrebno je detektirati mutacije koje rezultiraju razvojem
misiénih distrofija, kao i razumjeti funkciju divljih tipova proteina kodiranih genima u kojima se
te mutacije dogadaju. Vise razliCitih terapijskih pristupa trenutno je predmetom klini¢kih
ispitivanja (Dowling i sur., 2021).

Preskakanje eksona (engl. exon skipping) je metoda kojom se krivi okvir ¢itanja moze
povratiti u originalni (Dowling i sur., 2021), na nacin da se iz primarnoga transkripta izrezu
odabrani eksoni (Yokota 1 sur., 2007). Unato€ deleciji tih eksona, translacijom nastaje djelomicno
funkcionalni protein (Cooper, 2019), upravo zato $to je uspostavljen stari okvir ¢itanja. Ovako se
mutacije koje rezultiraju razvojem DMD-a posttranskripcijski mogu pretvoriti u mutacije koje
izazivaju BMD, bolest s puno blazim simptomima (Dowling i sur., 2021). Preskakanje eksona
inducira se oligonukleotidima antisense (Yokota i sur., 2007). Nedostaci metode su potreba za
njihovom administracijom na tjednoj bazi te niska uc¢inkovitost (Hanson i sur., 2021). Alternativa
koristenju oligonukleotida antisense u buduénosti bi mogla biti njihova trajna ekspresija pomoc¢u
sekvenci transkribiranin s vektora - adeno-asociranog virusa (AAV) unesenog u stanicu

(Simmons i sur., 2021).

Osim u preskakanju eksona, oligonukleotidi antisense primjenu bi mogli naéi i u
utiSavanju odredenih alela odgovornih za miSi¢ne poremecaje. Ta se mogucénost ispituje u

kontekstu dominantnih mutacija gena koji kodiraju lance kolagena tipa VI (Foley i sur., 2004).

Misi¢ne distrofije mogle bi se izlijeciti kada bi se mutirani gen jednostavno zamijenio
genom divljeg tipa (Kanagawa i Toda, 2006). Takvo Sto nastoji se posti¢i pomocu vektora AAV.
Trenutno se ispituje moguénost primjene ove metode za DMD 1 pojasne miSiéne distrofije
uzrokovane mutacijama sarkoglikana (Dowling i sur., 2021). Vektori AAV nemaju dovoljno
velik kapacitet da bi se u njih mogla ugraditi cjelovita cDNA za distrofin (Lapidos i sur., 2004).
Kapacitet virusa AAV je 5 kb, dok je cDNA distrofina duza od 11 kb (Lostal i sur., 2014). Zato
se ugraduju skraceni oblici gena, ¢ijom ekspresijom nastaje krnji distrofin (Lapidos i sur., 2004)
funkcionalno usporediv s distrofinom pune veli¢ine (Kanagawa i Toda, 2006). To je moguce zato
Sto je Stapicasta domena distrofina tolerantna na velike delecije, pod uvjetom da je o¢uvan
originalni okvir ¢itanja (Gao i McNally, 2015). Ekspresija distrofina posredovana adenovirusnim

vektorima u distroficnim je miSevima dovela do povecane misicne snage te smanjenog
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oste¢ivanja misica prilikom kontrakcija (DelloRusso i sur., 2002). Nedostatak metode je
mogucénost razvoja imunosne reakcije na virusni vektor. Promjenama na samome vektoru moze

se smanjiti vjerojatnost toga dogadaja (Lapidos i sur., 2004).

Upotreba mati¢nih stanica obecavajuci je terapijski pristup misiénim distrofijama
(Kanagawa i Toda, 2006). Ideja je da se izogene mati¢ne stanice koje nose alel divljeg tipa (za
gen koji je kod distrofi¢ne jedinke inae mutiran) ugrade u oSte¢eno misi¢no tkivo i fuzioniraju s
postoje¢im miSi¢nim vlaknima. Njihovom diferencijacijom nastaje populacija zdravih stanica pa
se miSi¢ moze obnoviti (Lapidos i sur., 2004). Najzahtjevniji dio ovog terapijskog pristupa je
korak transplantacije. Vrlo je teSko ravnomjerno rasporediti stanice u misic¢e te je rezultirajuci

omjer zdravih i bolesnih stanica Cesto vrlo nizak (EuroStemCell, 2016).

Terapija proteinima takoder je jedna od mogucénosti. Ideja je da se normalnim proteinom
nadomjesti endogeni mutirani protein poremecene funkcije (Dowling i sur., 2021). Ovaj se
pristup razmatra u kontekstu poremecaja izvanstanicnoga matriksa, tj. kongenitalnih miSi¢nih

distrofija uzrokovanih mutacijama gena LAMA2 (Barraza-Flores i sur., 2020).

Ataluren je lijek koji dokida razgradnju distrofinskih transkripata s preuranjenim stop-
kodonom te suprimira nastalu besmislenu (engl. nonsense) mutaciju, §to omoguéava nastavak
translacije umjesto da dode do terminacije (Dowling 1 sur., 2021). Antibiotik gentamicin takoder
je supresor stop-kodona (Kanagawa i Toda, 2006). Njihova se primjena pokazala uspjeSnom na
misevima mdx, tj. modelnim miSevima za DMD (Peltz i sur., 2009; Barton-Davis i sur., 1999).
Uspjesnom u suzbijanju distroficnog fenotipa pokazala se i primjena tamoksifena, inace

terapeutika koji se koristi u hormonskoj terapiji oboljelih od raka dojke (Dowling i sur., 2021).

Sustav CRISPR-Cas9 pruza razne mogucénosti u lijeCenju miSi¢nih distrofija. Moze se
koristiti za preskakanje eksona na nacin da na granici eksona i introna uvede ciljane mutacije.
Nadalje, moze se koristiti za precizno uredivanje gena, kako bi se ispravile mutacije koje
izazivaju bolest. Takoder pruza moguénost manipulacije genske ekspresije. Tako se, primjerice,
poremecaji distrofina mogu kompenzirati pove¢anom ekspresijom njemu homolognog utrofina
(Dowling i sur., 2021). Analogno tome, pove¢anom ekspresijom a1 lanca laminina mogao bi se
funkcionalno nadomjestiti mutirani «2 lanac (Kemaladewi i sur., 2019). Osim toga, istrazivanja
na miSevima pokazala su da sarkoglikan & moze funkcionalno zamijeniti sarkoglikan o (Imamura

i sur, 2005), Sto bi eventualno takoder moglo naci terapijsku  primjenu.
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7. ZAKLJUCAK

Kako bi obavljali rad, miSi¢i kontrahiraju. Samim time nalaze se pod velikim mehani¢kim
optereé¢enjem - kontraktilna sila koju proizvode sposobna je inducirati o$te¢enja. Na razini stanice
I njezine okoline stoga postoje preduvjeti koji osiguravaju takav prijenos kontraktilne sile da do
oste¢enja ne dode. U prvom redu radi se o proteinima i proteinskim kompleksima koji povezuju
citoskelet s izvanstani¢nim matriksom. Interakcije koje spomenuti proteini ostvaruju odrzavaju
integritet sarkoleme. Nadalje, za genetsku stabilnost miSi¢nih stanica vazan je integritet jezgre.
On je uvjetovan postojanjem i ispravnoséu interakcija jezgrine ovojnice s citoskeletom i
jezgrinom laminom. Ako bilo gdje na potezu izvanstani¢ni matriks — sarkolema — citoskelet —
jezgra dode do poremecaja koji kompromitira strukturnu 1/ili genetsku stabilnost misi¢nih stanica,
kao posljedica toga mogu se javiti bolesti iz skupine misiénih distrofija, kod kojih ¢e se nastali

poremecaj ispoljiti u obliku slabosti i propadanja misica.

Iako simptomima relativno sli¢ni, do sada opisani oblici miSi¢nih distrofija pokazuju
veliku heterogenost na molekularnoj razini. Pojam koji imamo o raznolikosti ovih bolesti joS ¢e
se viSe prosiriti identifikacijom novih klju¢nih gena i proteina te razumijevanjem njihovih uloga u
stanici. Terapijski pristupi mi$i¢énim distrofijama, iako brojni, jos su uvijek u povojima, medutim,

daju nadu da ¢e oboljeli u budu¢nosti mo¢i lakSe zivjeti s ovim stanjima.
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