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ABSTRACT 

Mutations in the Optineurin (OPTN) gene have been implicated in amyotrophic lateral sclerosis 

(ALS). Although optineurin protein (OPTN) is known to regulate autophagy, apoptosis, and 

other cellular processes, its role in ALS pathology is unclear. Recently, while carrying out a 

genetic analysis of Indian ALS patients, our group identified a novel mutation K489E in the 

OPTN gene. Additionally, through whole exome sequencing of blood DNA from 25 Indian 

ALS patients, we found the same mutation in three Indian ALS patients. This adenine to 

guanosine missense mutation lies in the ubiquitin-binding domain of OPTN. To identify the 

molecular mechanism associated with this mutation, we developed an in-vitro cell culture-

based model in SH-SY5Y cells bearing the K489E OPTN mutation. We observed that 36.5% 

more of the K489E mutant cells die compared to the wild type. To ascertain the cause of death 

in OPTN-K489E cells, we measured the expressions of apoptosis, necroptosis, and autophagy-

mediated genes and proteins. We observed alteration in gene expressions of miR-9, REST, 

CoREST, and BDNF, and their concerted effect on the regulation of miRNA-9-mediated 

apoptosis. We also observed alterations in the expressions of necroptosis-mediating genes 

RIPK1, RIPK3, and MLKL compared to the wild type. Our results show upregulation of the 

expressions of autophagy mediating proteins TBK1, P62, and LC3II. We have also seen the 

effect of this mutation on its binding partners like TBK1 through immunoprecipitation, confocal 

microscopy and RT-PCR. In the current scenario, there is no permanent cure for this disease, 

but researchers are trying continuously to delay the progression of this disease by studying 

various drugs and vitamins. Similarly, we have also studied the effect of vitamin C and vitamin 

D on the mutant model of SH-SY5Y. We found an increase in cell survival in the case of the 

mutant after the addition of vitamin C.  We have also focused on how this cell survival is 

happening in OPTN-K489E-expressing cells. 
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सार 

ऑप्टिनू्यरिन (ओपीटीएन) जीन में उत्परिवर्तन को एप्टमयोटर ोप्टिक लेटिल स्क्लेिोप्टिि (एएलएि) में शाप्टमल 

प्टकया गया है। यद्यप्टप ऑप्टिनेरिन प्रोटीन (ओपीटीएन) को ऑटोिैगी, एपोिोप्टिि औि अन्य िेलुलि 

प्रप्टियाओ ंको प्टवप्टनयप्टमर् किने के प्टलए जाना जार्ा है, एएलएि पैथोलॉजी में इिकी भूप्टमका स्पष्ट नही ं

है। हाल ही में, भािर्ीय एएलएि िोप्टगयो ंका आनुवंप्टशक प्टवशे्लषण किरे् िमय, हमािे िमूह ने ओपीटीएन 

जीन में एक नए उत्परिवर्तन K489E की पहचान की। इिके अप्टर्रिक्त, 25 भािर्ीय एएलएि िोप्टगयो ंके 

िक्त डीएनए के िंपूणत एक्सोम अनुिमण के माध्यम िे, हमें िार् भािर्ीय एएलएि िोप्टगयो ंमें िमान 

उत्परिवर्तन प्टमला। यह एडेप्टनन िे गुआनोप्टिन प्टमिेन्स उत्परिवर्तन ओपीटीएन के यूप्टिप्टकप्टटन-िाइंप्टडंग 

डोमेन में स्स्क्थर् है। इि उत्परिवर्तन िे जुडे आणप्टवक रं्त्र की पहचान किने के प्टलए, हमने K489E OPTN 

उत्परिवर्तन वाले SH-SY5Y कोप्टशकाओ ंमें एक इन-प्टवटर ो िेल कल्चि-आधारिर् मॉडल प्टवकप्टिर् प्टकया। 

हमने देखा प्टक जंगली प्रकाि की रु्लना में K489E उत्परिवर्ी कोप्टशकाएं 36.5% अप्टधक मिर्ी हैं। 

OPTN-K489E कोप्टशकाओ ंमें मृतु्य के कािण का पर्ा लगाने के प्टलए, हमने एपोिोप्टिि, नेिोिोप्टिि 

औि ऑटोिैगी-मध्यस्क्थर्ा वाले जीन औि प्रोटीन की अप्टभव्यस्क्तयो ंको मापा। हमने miR-9, REST, 

CoREST औि BDNF की जीन अप्टभव्यस्क्तयो ं में परिवर्तन औि miRNA-9-मध्यस्क्थ एपोिोप्टिि के 

प्टनयमन पि उनके ठोि प्रभाव को देखा। हमने जंगली प्रकाि की रु्लना में नेिोिोप्टिि-मध्यस्क्थर्ा जीन 

RIPK1, RIPK3 औि MLKL की अप्टभव्यस्क्तयो ंमें भी परिवर्तन देखा। हमािे परिणाम ऑटोिैगी मध्यस्क्थ 

प्रोटीन TBK1, P62, औि LC3II की अप्टभव्यस्क्तयो ंके अपगे्रडेशन को दशातरे् हैं। हमने इि उत्परिवर्तन 

का प्रभाव इमू्यनोपे्रप्टिप्टपटेशन, कन्फोकल माइिोस्कोपी औि आिटी-पीिीआि के माध्यम िे टीिीके1 

जैिे इिके िाध्यकािी भागीदािो ंपि भी देखा है। वर्तमान परिदृश्य में, इि िीमािी का कोई स्क्थायी इलाज 

नही ं है, लेप्टकन शोधकर्ात प्टवप्टभन्न दवाओ ंऔि प्टवटाप्टमनो ंका अध्ययन किके इि िीमािी को िढ़ने िे 

िोकने के प्टलए लगार्ाि प्रयाि कि िहे हैं। इिी प्रकाि, हमने SH-SY5Y के उत्परिवर्ी मॉडल पि प्टवटाप्टमन 
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िी औि प्टवटाप्टमन डी के प्रभाव का भी अध्ययन प्टकया है। हमने प्टवटाप्टमन िी के शाप्टमल होने के िाद 

उत्परिवर्ी के मामले में कोप्टशका अस्ित्व में वृस्ि देखी है। हमने इि िार् पि भी ध्यान कें प्टिर् प्टकया है 

प्टक OPTN-K489E-व्यक्त किने वाली कोप्टशकाओ ंमें यह कोप्टशका अस्ित्व कैिे हो िहा है। 
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HIGHLIGHTS 

      The main findings of the study are as follows: 

 Whole exome sequencing analysis shows remarkable variations in genome of Indian ALS 

patients than the healthy control 

 Occurrence of reported mutation OPTN-K489E in Indian ALS patients 

 OPTN-K489E variant of optineurin is pathogenic  

 OPTN-K489E increases miR9, REST-CoREST and BDNF-mediated apoptosis  

 OPTN-K489E upregulates RIPK1, RIPK3 and p-MLKL and causes necroptosis 

 OPTN-K489E variant perturbs autophagy regulation 

 FACS analysis reveals that apoptotic and necroptotic processes causes death in OPTN-

K489E expressing cells 

 Vitamin-C addition in SH-SY5Y cell expressing OPTN-K489E upregulates BDNF 

  Vitamin-C supplementation causes upregulation of NRF2 iOPTN-K489E-expressingng 

cells 

 Co-immunoprecipitation of optineurin and NRF2 shows more binding in presence of 

Vitamin-C 

 Vitamin-C rescues cells from their death induced by OPTN-K489E  
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RT-PCR  Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction 

S.E.M.   Standard error of the mean 
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sALS   Sporadic ALS 

SBMA  Spinal-Bulbar Muscular Atrophy  

SDM   Site-Directed Mutagenesis 

SDS   Sodium dodecyl-sulfate  

SETX   Senataxin 

SIFT   Sorting intolerant from tolerant 

SIGMAR1  Sigma non-opioid intracellular receptor 1 

SMN  Survival motor neuron 

SOD1  superoxide dismutase 1  

SPG   Spastacin 

SQSTM1  Sequestosome1 

TAF15   Tata box binding protein factor associated 15 

TBK1  Tank binding kinase 1 

TDP43   TAR DNA binding protein 43 

TUBA4A  Tubulin alpha 4A 

UBQLN  Ubiquilin 

UBQLN2  Ubiquilin2 

UMN            Upper motor neurons            

UPS   Ubiquitin-proteasome system 

UV   Ultraviolet 

VAPB   Vesicle-associated membrane protein B 

VCP   Valosin containing protein 

VGCC  Voltage-gated calcium channel 

WT   Wildtype 
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