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Abstract

Introduction: Parkinson’s disease (PD) belongs to neurodegenerative diseases, and since
the prevalence is 1% to 2% in people older than 65 years and over 4% in people older than
85 years, it is the second most common disease in this group. The cause of PD is the death
of dopaminergic neurons in the CNS, primarily in the basal ganglia and the substantia
nigra. The LRRK2/PARKS gene is located on the short arm of chromosome 12. There are
many variants in this gene associated with PD, and the most common of which is muta-
tion c.6055G>A (p.Gly2019Ser), also referred to as rs34637584.

Aim: The aim of this study was to determine the frequency of the c.6055G>A (rs34637584)
mutation in the LRRK2 gene in a group of patients with PD from Serbia.

Material and methods: The study included a group of 127 patients with PD from tertiary
healthcare institutions in Serbia, as well as an appropriate control group without neu-
rological diseases. Molecular genetic analysis was performed by real-time PCR, using a
commercial TagMan assay.

Results: Mutation c.6055G>A ie. rs34637584 variant was detected in 1 of 127 examinees
with PD (0.7%). That patient was without a previous family history of PD. This mutation

Keywords: was not found in the control group.

LRRK2, Conclusion: The results obtained align with findings of previous studies for the European,
rs34637584, especially the southern European population. If these results would be confirmed in a lar-
Parkinson’s disease, ger patient sample, testing of LRRK2 mutation ¢.6055G>A (rs34637584) should become
real-time PCR part of the PD test protocol.
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Sazetak

Uvod: Parkinsonova bolest (PB) pripada neurodegenerativnim oboljenjima. Sa prevalen-
cijom od 1% do 2% kod osoba starijih od 65 godina i preko 4% kod starijih od 85 godina
druga je po ucestalosti u ovoj grupi bolesti. U osnovi PB se nalazi odumiranje dopami-
nergickih neurona u centralnom nervnom sistemu (CNS), pre svega u oblasti bazalnih
ganglija i supstance nigre. Gen LRRK2/PARKS nalazi se na kratkom kraku hromozoma
12. U ovom genu su opisane razlicite varijante udruzene sa PB, od kojih je naj¢es¢a muta-
cija ¢.6055G>A (p.Gly2019Ser), oznacena u RefSNP katalogu i kao rs34637584 varijanta.
Cilj: Cilj ovog istrazivanja je da se utvrdi ucestalost mutacije c.6055G>A (rs34637584) u
genu LRRK2 kod grupe bolesnika sa PB iz Srbije.

Materijal i metode: Ispitivanjem je obuhvacena grupa od 127 bolesnika sa PB iz zdrav-
stvene ustanove tercijarnog nivoa u Srbiji, kao i odgovarajuca kontrolna grupa bez neuro-
loskih bolesti. Molekularno-geneticka analiza je sprovedena metodom pracenja polimera-
zne lancane reakcije u realnom vremenu (rngl. real-time PCR), upotrebom komercijalnog
TagMan SNP Genotyping seta reagensa.

Rezultati: Mutacija c.6055G>A, tj. rs34637584 varijanta detektovana je kod 1 od 127 ispi-
tanika sa PB (0,7%), kod bolesnice bez prethodne porodi¢ne medicinske istorije PB. Ova
mutacija nije nadena u kontrolnoj grupi.

Zakljucak: Dobijeni rezultati odgovaraju podacima iz literature za evropsku, posebno
juznoevropsku populaciju. Testiranje mutacije LRRK2 ¢.6055G>A trebalo bi, nakon pro-

Kljucne reci:
LRRK2,

rs34637584,
Parkinsonova bolest,
PCR u realnom

vremenu

vere na ve¢em uzorku obolelih, uvrstiti u protokol ispitivanja PB.

Uvod

Parkinsonova bolest (PB) pripada neurodegenera-
tivnim oboljenjima. Sa prevalencijom od 1% do 2% kod
osoba starijih od 65 godina i preko 4% kod starijih od 85
godina druga je po ucestalosti u ovoj grupi bolesti. Kao
glavni znaci bolesti, klinicki je karakteri$u bradikinezija, tj.
usporenost pokreta, tremor, tj. podrhtavanje koje se javlja
u miru, rigor, tj. ukrucenost i posturalna nestabilnost, tj.
nestabilnost posle ustajanja (1). Osim navedenih, kod PB
se javljaju i drugi motorni i nemotorni simptomi i znaci.
U osnovi PB se nalazi odumiranje dopaminergickih ne-
urona u centralnom nervnom sistemu (CNS), pre svega
u oblasti bazalnih ganglija i supstance nigre (2). U svo-
joj tipi¢noj formi PB se ispoljava posle 65. godine Zivota
i ima multifaktorsku osnovu, $to znaci da u nastanku bo-
lesti ulogu ima interakcija genetickih i sredinskih faktora.
Postoje i oblici PB ranog pocetka, kada je bolest cesto fa-
milijarna, sa uocljivim dominantnim ili recesivnim obras-
cem nasledivanja. Zanimljivo je da geni odgovorni za PB
ranog pocetka imaju svoj udeo i u etiologiji tipi¢ne, kasne
forme PB (2). U celini, geneticka osnova PB je slozena. Do
danas je utvrdeno barem 28 lokusa u genomu coveka koji
se mogu povezati sa nastankom bolesti, koji su oznaceni
kao PARK lokusi, sa hronoloski dodeljenim brojevima od
PARK1 nadalje.

Gen LRRK2 je mapiran na lokusu PARKS, na krat-
kom kraku hromozoma 12, u regionu 12p12 (3). Ovaj
gen kodira jednu kinazu bogatu aminokiselinom leucin,
odakle i poti¢e naziv leucinom bogata ponavljajuca ki-
naza 2 (engl. Leucin Repeat Rich Kinase 2, LRRK2). Gen
LRRK2 zauzima 144kb i ima 51 egzon. Proteinski produkt
gena LRRK2 sastoji se od 2527 aminokiselina. Ovaj mo-
lekul se sastoji iz viSe domena, od kojih je najznacajniji
domen sa funkcijom adenozin trifosfat (ATP) proteinske

fosfotransferaze, tj. mitogenom aktivirane protein kinaze
(MAPKKK, MAP3K) (3,4). Protein kodiran LRRK2 ge-
nom je nazvan dardarin, prema baskijskoj reci “dardara”
koja znaci tremor, jer je prva mutacija identifikovana kod
¢lanova porodice sa PB iz Baskije koji su imali tremor kao
predominantni simptom (5).

Protein LRRK2 je kinaza sa svojstvom
autofosforilacije, ali i fosforilacije drugih supstrata i deluje
u formi dimera. Eksprimiran je u centralnom nervnom
sistemu, ali i u vecini drugih sistema organa; naden je i
u cCelijama imunskog sistema. U pogledu unutarcelijske
lokalizacije, ovaj protein se nalazi u citoplazmi i spoljasnjoj
membrani mitohondrija, kao i u drugim strukturama,
na primer u lipidnim splavovima plazma membrane,
endozoma, lizozoma, transportnih i sinaptickih vezikula,
Goldzijevog aparata i vezan je za mikrotubule (4).

Precizna funkcija proteina LRRK2 do sada nije
poznata, ali se na osnovu njegove ekspresije, lokalizacije
i strukture moze zakljuciti da ucestvuje u vecem broju
Celijskih procesa. Jedna od mogucih uloga ovog proteina
je u homeostazi dopamina i vezikularnom transportu.
Utvrdeno je da mutacije u genu LRRK2 imaju uticaj na
neurotransmisiju dopamina i oslobadanje kateholamina,
kao i da su povezane sa gubitkom dopaminergickih
neurona (6). Savremena istrazivanja na razli¢itim
modelima sistema imaju za cilj da dovedu do razvoja novih
terapijskih aspekata, kao i strategija korekcije fenotipskih
efekata mutacije na LRRK2 genu i formiranja principa
odabira optimalnih kandidata za ciljani tretman (7-11).

Mutacije gena LRRK2 imaju dominantan karatkter,
a prema publikovanim podacima ucestalost pojedinih
mutacija kod obolelih sa PB razlikuje se u zavisnosti od
geografskog regiona. U istrazivanjima su mutacije LRRK2
nadene u Sirokom rasponu od 0% do ¢ak 15% bolesnika
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sa PB, i to uglavnom kod pacijenata sa tipicnom boles¢u
kasnog pocetka (12,13). Opisane su razlicite varijante gena
LRRK2, a prema literaturi najce$¢a mutacija je zamena
guanina adeninom (14) na polozaju 6055 u kodirajucoj
sekvenci (c.6055G>A). Ova mutacija dovodi do zamene
glicina serinom na poziciji 2019 u proteinu (p.Gly2019Ser),
u okviru kinaznog domena. RefSNP kataloski broj
sekvence navedene mutacije je rs34637584.

Ovo istrazivanje je sprovedeno sa ciljem da se utvrdi
ucestalost mutacije ¢.6055G>A (rs34637584) u genu
LRRK2 u grupi bolesnika sa PB iz Srbije.

Materijal i metode

Istrazivanje je sprovedeno u grupi od 127
bolesnika sa PB koji su le¢eni na Klinici za neurologiju
Univerzitetskog klinickog centra Srbije (UKCS) u
periodu od 2015. do 2019. godine. Medu bolesnicima
je odnos muskog i Zenskog pola bio 3:2. Svi bolesnici
su registrovani pod dijagnozom PB u kompjuterskoj
bazi podataka INFOMEDIS. Za postavljanje dijagnoze
bolesti su korisc¢eni kriterijumi Britanske banke mozgova
(1). Kontrolna grupa ispitanika obuhvatala je 280 osoba
bez neurodegenerativnih bolesti, a struktura je bila
odgovarajuca grupi sa PB u odnosu na pol i Zivotnu dob.
Eksperimentalni deo istrazivanja je sproveden na Institutu
za humanu genetiku Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu.

Svi ucesnici u istrazivanju su nakon detaljnog
upoznavanja sa ciljevima istrazivanja potpisali informisani
pristanak o uce$¢u u studiji. Na osnovu odluke broj:
2953/1 ovo istrazivanje je odobreno od strane Eticke
komisije Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Za  potrebe molekularno-geneticke analize
prikupljeni su uzorci od 5 ml periferne krvi ispitanika,
odakle je potom izolovana DNK. Izolacija DNK vrsena
je upotrebom komercijalnog kita QIAamp DNA mini-
kit (QIAGEN, Nemacka). Za ciljanu detekciju mutacije
LRRK2 ¢.6055G>A (rs34637584) kori$cena je metoda
polimerazne lancane reakcije u realnom vremenu (engl.
Real time PCR), uz upotrebu komercijalnog TagMan seta
reagensa za genotipizaciju (Applied Biosystems, Foster
City, SAD). U TagMan eseju se nalaze prajmeri koji
ogranicavaju lokus rs34637584 i dve oligonukleotidne
probe, svaka specificna za odredeni alel. Probe su
obelezene razli¢itim fluoroforama: VIC (za alel A) i
FAM (za alel G). U toku PCR reakcije DNK polimeraza,
zahvaljujudi svojoj egzonukleaznoj aktivnosti, razgraduje
probu, sto dovodi do fluorescencije. Signal samo jedne
fluorescentne boje u uzorku govori o homozigotnoj
konstituciji za odgovarajuci alel, dok je signal dve boje
podjednakog intenziteta karakteristican za heterozigotni
uzorak. Reakciona smesa se sastojala od 7,50 pl TagMan
RT-PCR master mix 2x, 0,75pl primer and probe mix
20x, 2,25ul DNK i do 15,00 ul dH20. Analiza je izvodena
na aparatu ABI 7500 RT PCR System (Applied Biosystems,
SAD), a signali su obradeni pomocu programa 7500
Software (Applied Biosystems, SAD).

Rezultati

Grupu ispitanika sa PB ¢inila su 127 bolesnika, sa
odnosom muskog i Zenskog pola 3:2. Prose¢na zZivotna dob
na pocetku bolesti je bila 52,8 (£11,1) godina, a kretala se
u rasponu od 17 do 79 godina. Prisustvo PB u porodici je
utvrdeno kod 20% (25/127) bolesnika. Kontrolnu grupu je
¢inilo 280 neuroloski zdravih osoba.

Gentotip GA na lokusu rs34637584 je utvrden kod
1 od 127 bolesnika sa PB. Ovakav nalaz odgovara hete-
rozigotnoj mutaciji LRRK2 ¢.6055G>A (p.Gly2019Ser).
Preostalih 126 bolesnika je imalo homozigotni genotip
GG, $to znaci da kod njih nije utvrdena analizirana mu-
tacija. U kontrolnoj grupi zdravih osoba genotip GG je
naden kod svih ispitanika (280/280), odnosno ustanovlje-
no je odsustvo analizirane LRRK2 mutacije. Ovi rezultati
ukazuju da ucestalost mutacije LRRK2 ¢.6055G>A iznosi
0,7% u grupi bolesnika sa PB, odnosno 0% u kontrolnoj
grupi zdravih osoba.

U pogledu korelacije sa fenotipom, mutacija LRRK2
€.6055G>A je utvrdena kod bolesnice sa kasnim pocetkom
bolesti i bez jasne familijarne anamenze za PB. Prikaz
rezultata genotipizacije analiziranog LRRK2 lokusa posle
obrade pomocu 7500 Software dat je na grafikonu 1.
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Grafikon 1. Prikaz rezultata genotipizacije analiziranog LRRK2
lokusa. Heterozigot za mutaciju uocava se u gornjem desnom
uglu (zeleno).
Legenda: Homozigot G/G (plavo); Heterozigot A/G (zeleno)

Diskusija

Gen LRRK2 (PARKS8) ima potvrdenu ulogu u
nastanku PB. Mutacije LRRK2 gena su dominantne po
svom karakteru i srecu se u razli¢itim regionima gena
(15). Najrasprostranjenija dokazana patogena mutacija u
LRRK?2 genu je c.6055G>A (rs34637584). Ova mutacija se
nalazi u egzonu 41 gena i u proteinu uslovljava zamenu
glicina serinom na polozaju 2019 (p.Gly2019Ser) (12-
14). Funkcionalno, ona pogada kinazni domen proteina
i dovodi do njegove pojacane aktivnosti (12,13). U nasoj
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studiji ova mutacija je detektovana kod jednog od ukupno
127 (0,7%) bolesnika sa PB, i to u heterozigotnoj formi,
dok nije nadena u kontrolnoj grupi.

Prema publikovanim podacima iz medunarodnih
multicentri¢nih studija, ucestalost ove mutacije iznosi 1%
medu sporadi¢nim i 4% medu familijarnim slucajevima
PB, $to odgovara i nadim rezultatima. Utvrdeno je da
je ova promena najzastupljenija kod Askenazi Jevreja i
severnoafrickih Arapa, gde se njena frekvenca u populaciji
sa PB krece i do 40% (16-18). U populacijama Juzne
Evrope, pre svega u Spaniji, Portugaliji i Italiji, u¢estalost
ove mutacije je veca od proseka, dok je, suprotno tome,
ona veoma retka u Severnoj Evropi, Juznoj Africi i
Aziji (12,13,19). Postavlja se pitanje da li svi nosioci
analizirane LRRK2 mutacije obolevaju od PB, tj. da li
ona ima potpunu penetrantnost. Procene penetrantnosti
variraju u §irokom rasponu i krecu se od 25 do 100%, do
80. godine zivota (20,21).

Sto se tice klinickog fenotipa, mutacija LRRK2
€.6055G>A je uglavnom udruzena sa tipicnom PB koja
pokazuje dobar odgovor na L-dopu, kao $to je slucaj
i u naSem istrazivanju. Postoje podaci da nosioci ove
mutacije ¢e$¢e imaju posturalnu nestabilnost i poteskoce
sa hodom, dok s druge strane imaju manje nemotorickih
manifestacija nego pacijenti bez mutacije (14,22,23).
U obimnoj studiji opisana je bolja ocuvanost paznje,
izvr$nih funkcija i govora kod pacijenata sa mutacijom u
poredenju sa bolesnicima sa idiopatskom PB.

Mutacija LRRK2 ¢.6055G>A, kao i ve¢ina drugih
LRRK2 mutacija, udruzena je sa pove¢anom kinaznom
aktivnos¢u proteina. Stoga se inhibitori LRRK2 kinaze
smatraju za potencijalne nove lekove u terapiji PB i nji-
hovo dejstvo se ve¢ ispituje, pre svega kod geneticki po-
tvrdenih slucajeva (10).

Zakljucak

Na osnovu navedenih rezultata, testiranje mutacije
€.6055G>A tj. 1s34637584 trebalo bi nastaviti na vecoj grupi
pacijenata i, ukoliko se ucestalost potvrdi, preporucilo
bi se uvodenje u standardni protokol geneticke analize
PB. Utvrdeno je da su mutacije LRRK2 povezane sa
odumiranjem dopaminergickih neurona, a buduce studije
treba da bolje objasne specifi¢nosti njihove ekspresije kod
PB. Rasvetljavanje patofizioloskih mehanizama u kojima
ucestvije LRRK2, kao i njegovih mogucih interakcija
sa drugim genima i proteinima znacajnim za nastanak
i razvoj PB, daju osnovu da se razmotre novi pravci
antiparkinsonske terapije. Svakako je jedan od puteva
i razvoj personalizovane terapije za nosioce odredenih
mutacija, a LRRK2 mutacije su u tom pogledu, zbog svoje
relativne ucestalosti i molekularne prirode, dobri kandidati
za takav terapijski pristup.
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