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§ Sazetak vi

§ Sazetak

Alzheimerova bolest (AD) najces¢i je neurodegenerativni poremecaj povezan sa starenjem |
karakteriziran je patoloskim agregatima amiloidnog B-proteina (AP) i tau proteina. Na temelju
genetskih dokaza, biokemijskih podataka i Zivotinjskih modela, za AP je predlozeno da je
odgovoran za patogenezu AD (amiloidna hipoteza). U ovom radu je opisana tendencija Ap
molekula da stvaraju agregate u obliku oligomera, protofibrila i zrelih fibrila. lako se zreli
fibrili u zavrSnoj fazi smatraju uzrokom patogeneze AD, nedavne studije koje koriste sintetske
AP peptide, detaljnu 3D strukturu opisanu NMR-om i rendgenskom Kristalografijom, model
stani¢ne kulture, modele AP prekursora transgeni¢nih miSeva i ljudske uzorke kao §to su
cerebrospinalne tekuc¢ine i postmortalni mozgovi AD pacijenata, sugeriraju da su

predfibrilarni oblici (oligomeri AP) Stetniji nego vanstani¢ni fibrilni oblici.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Neurodegenerativne bolesti smatraju se najzagonetnijim i najtezim problemom u biomedicini.
Manifestiraju se progresivnim gubitkom strukture i funkcije neurona Sto rezultira njthovom
smrcu te su takve bolesti neizljecive.

Najpoznatija je Alzheimerova bolest koja najceS¢e pogada stariju populaciju te se
zbog duljeg zivotnog vijeka smatra kako ¢e se broj oboljelih udvostruciti svakih dvadeset
godina. Alzheimerova bolest ostaje veliki izazov za medunarodnu zajednicu usprkos vise od
jednog stoljeca istraZivanja.

Smatra se da je molekularni temelj ove bolesti agregacija proteina. Do agregacije
proteina dolazi zbog pogresno smotanih proteina gdje specifi¢ni polipeptidni lanac gubi ili
nije u mogucnosti posti¢i svoju nativnu trodimenzijsku strukturu, zbog ¢ega se stvaraju razna
stanja razli¢ito smotanih, nesmotanih ili djelomi¢no smotanih peptida. U tim nenativnim
stanjima, protein je labavo pakiran i njegova hidrofobna jezgra postaje izlozena okolini ¢ime
se pojacava sklonost nukleaciji inicijalnih oligomernih sklopova gdje se sadrzaj sekundarne
beta strukture uglavnom povecava. Ta ucestalija pojava beta strukture rezultira ispreplitanjem

beta niti s drugim beta bogatim proteinima i posljedi¢no stvaranjem agregata.

Karla Franjkovié¢ Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme

§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Promjene u stanici u razvitku Alzheimerove bolesti
Dogadaji na razini stanice koji su ukljuCeni u patogenezu i razvitak Alzheimerove bolesti
ukljuCuju razgradnju proteina prekursora amiloida (APP), formiranje [-amiloida,

hiperfosforilaciju tau proteina te aktivaciju GSK3b i CDK5 u neuronima.

2.1.1. Uloga APP-a
Protein prekursor amiloida (APP) sastavni je dio membrane Ziv¢anih stanica. Enzimi

(sekretaze a, B, Y') cijepaju APP i time nastaju manji proteinski fragmenti i f-amiloid (APg4o i
ABg).
Amiloidna hipoteza govori o prisutnosti dva razli¢ita puta za cijepanje APP-a: "amiloidni™ i
"neamiloidni™ put.

U neamiloidnom putu sudjeluju a-sekretaze, cijepanje se odvija u sredini A domene
Sto uzrokuje stvaranje sAPPa (veliki topljivi protein koji se izluCuje izvanstani¢no) i C-
terminalnog fragmenta C83; daljnje cijepanje vrsi Y'-sekretaza stvarajué¢i P3 (peptid koji se
sastoji od 24 ili 26 aminokiselina) i ACID domene. Ovi manji fragmenti se otpustaju iz
neurona. Cijepanje a-sekretazom je glavni put hidrolize APP-a koji je posredovan
dezintegrinom i metaloproteinazom ADAM10 ili ADAM17.
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Slika 1: Amiloidni i neamiloidni put proteolize APP-a’
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U amiloidnom putu cijepanje vrsi B-sekretaza, a ono se javlja na pocetku Ap domene i
nastaju SAPPp i C-terminalni fragment C99. Daljnje cijepanje C99 proizvodi AP (39, 40, 42 i
43) i ACID fragmente. AB fragmenti koji se akumuliraju u subcelularnim odjeljcima,
ukljucujué¢i mitohondrije, lizosome i endoplazmatski retikulum, uzrokuju disfunkciju ovih
odjeljaka u neuronima. Ap-inducirana sinapti¢ka disfunkcija i mitohondrijsko oS$tecenje
rezultiraju aberantnom aktivacijom redoks-posredovanih dogadaja, kao 1 povecanjem
citoplazmatskog kalcija. Ovi dogadaji uzrokuju daljnju kaskadu reakcija, ukljucujuci
hiperfosforilaciju tau proteina i aktivaciju kaspaza, protein fosfataza i kalcij kalmodulin
ovisne kinaze Il (CaMKII). To dovodi do endocitoze AMPA receptora (AMPAR), kao i
NMDA receptora (NMDAR).>’

2.1.2. Hiperfosforilacija tau proteina
Tau protein je neuronski protein koji ima ulogu u stabilizaciji mikrotubula na neuronskim

aksonima i inhibiciji apoptoze, osobito u aksonima. Kada je tau protein hiperfosforiliran,
netopljiv je i destabilizira mikrotubule jer je smanjen afinitet vezanja za njih. To rezultira
abnormalnom autoagregacijom hiperfosforiliranog tau proteina u paru spiralnih ili ravnih niti,
stvarajudi intracelularne neurofibrilarne ¢vorove (NFT).

NFT formacija Siri se na razli¢ita podruc¢ja mozga tijekom progresije Alzheimerove
bolesti, $to u konac¢nici uzrokuje smrt neurona. Tau-hiperfosforilacija posljedica je
neurotoksi¢nog djelovanja AP. Proizvodnja i agregacija Ap dovodi do nastanka oligomera
koji inducira neurodegenerativnu trijadu sinaptickih promjena i gubitak neurona putem o tau-
ovisnih i tau-neovisnih mehanizama. Povecana proizvodnja A i Ap induciranog oksidativnog

stresa dovodi do hiperfosforilacije tau proteina i formiranja NFT-a.”

Hiperfosforilirani
P
Tau
\ OKSIDACIISKI / /
STRES

T~ pP2A}

Slika 2: Hiperfosforilacija Tau-proteina’
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2.1.3. GSK3p i CDKS5 u Alzheimerovoj bolesti
Utvrdeno je da oksidacijski stres uzrokuje tau hiperfosforilaciju kroz izravnu interakciju s

GSK3p i PP2A. Aktivnost GSK3p u mitohondrijima povezana je s povec¢anjem oksidacijskog
stresa. Dakle, ¢ini se da GSK3p ima znaajnu ulogu u patogenezi Alzheimerove bolesti i
ukljucuje AP produkciju i AB-posredovanu neuronsku smrt povecanjem tau hiperfosforilacije
u paru spiralnih niti. Inhibicija GSK3p sprjecava Ap agregaciju i tau hiperfosforilaciju. Tau
fosforilacija izravno utjee na interakciju AP i CDKS / P35, za koje se zna da utjecu na
kalpain-aktivirano cijepanje p35 u p25 C-terminalni fragment. Ovi cijepani fragmenti imaju
dulje poluzivote, odvojeni su od membrana i sposobni su fosforilirati dodatne proteine. Stoga,

CDKS5 moze biti kljuéni cilj terapijske primjene stigavanja gena.’

2.2. B-amiloidi

Protein AP, glavni sastojak amiloidnih plakova, zajedno s neurofibrilarnim ¢vorovima (NFT),
marker je za neuropatolosSku potvrdu Alzheimerove bolesti. AB je peptid koji ima izmedu 39 i
42 aminokiselina; peptid od 42 aminokiseline ¢ini agregate i smatra se da je umijesan u
patogenezu bolesti i temelj je amiloidne hipoteze. Ap su proizvodi proteolitickog cijepanja
proteina prekursora amiloida (APP), integralnog membranskog proteina.

Patogena uloga AP u Alzheimerovoj bolesti potvrduje se nizom istrazivanja. Glavna
potpora tome proizlazi iz toga da su mutacije u APP-u ili u genima prezenilina, koje dovode
do pretjerane ekspresije AP, povezane s nasljednim oblicima Alzheimerove bolesti. Nadalje,
transgeni¢ni misevi koji nose humane mutacije imaju snaznu slicnost s Alzheimerovom
boles¢u. AP pokazuje da je toksi¢an za neurone u kulturi, ali i kada se primjenjuje
intracerebralno na pokusne Zivotinje. U skladu s tom hipotezom, AP se pojavljuje kao
molekula s razli¢itim citotoksi¢nim uéincima (na primjer, Ap moze utjecati na mitohondrijsku
redoksnu aktivnost ¢ime Se povecava proizvodnja slobodnih radikala, moze ostetiti
unutarstaniénu homeostazu kalcija, povecati oslobadanje citokina, povecati enzimsku
aktivnost fosfolipaza A2, C i D).

Pokazano je i da AP moZe negativno regulirati sintezu i oslobadanje acetilkolina iz
kolinergickog sustava. Medutim, nedavni dokazi sugeriraju alternativne mehanizme za
patogenezu Alzheimerove bolesti i opisuju kako se AP, §to je samo jedan od mnogih
proizvoda hidrolize APP-a, moze smatrati reaktivnim entitetom na potencijalno patogene

podrazaje. Cak i geni uklju¢eni u metabolizam AP, ¢ije mutacije mogu uzrokovati nasljednu

Karla Franjkovié¢ Zavr$ni rad
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Alzheimerovu bolest, mogu biti ukljuceni u dodatne mehanizme osim onih povezanih s

metabolizmom AB.**

2.2.1. Amiloidna hipoteza

U osamdesetim godinama dvadesetog stoljeca biokemicari su se usredotocili na izolaciju
amiloida kako bi identificirali njegovu glavnu komponentu. Glenner i Wong procistili su
mikrovaskularne amiloidne naslage iz meninga mozga i dali su djelomic¢ni slijed podjedinice
proteina koji su imenovali amiloid B-protein (AB). Vrlo brzo nakon toga, Beyreuther i
suradnici identificirali su isti protein kao podjedinicu jezgara amiloidnih plakova koje su
izolirane iz korteksa. Otprilike u isto vrijeme, tau protein je identificiran kao glavni sastojak
neurofibrilarnih nakupina koji se akumuliraju unutar mnogih neurona u mozgu oboljelih od
Alzheimerove bolesti. Tau je visoko topljivi citoplazmatski protein koji se veze za tubulin
tijekom njegove polimerizacije u mikrotubule u neuronima i time stabilizira ove vazne
citoskeletne organele.*

Glenner je pokazao i da se amiloidne naslage koje se javljaju u krvnim zilama mozga
mladih odraslih osoba s Downovim sindromom sastoje od AP. Sredovjeéni pacijenti s
Downovim sindromom razvijaju amiloidne plakove i neurofibrilne nakupine koji su tipi¢ni za
Alzheimerovu bolest. Na toj osnovi, pretpostavljeno je da gen, koji kodira AB, moze biti
odgovoran za razvitak Alzheimerove bolesti. To je potvrdeno naknadnim kloniranjem gena
APP-a, koji kodira veliki membranski glikoprotein tipa 1, te njegovim lokaliziranjem na
kromosomu 21. Ovi biokemijski nalazi ukazuju na APP gen kao mjesto na kojem geneticari
trebaju traziti mutacije koje uzrokuju Alzheimerovu bolest. Prva takva mutacija otkrivena je u
obitelji s nasljednom cerebrovaskularnom amiloidozom s viSestrukim hemoragijama. Ubrzo
nakon toga, pronadena je specificna mutacija APP u obitelji s ranim pocetkom Alzheimerove
bolesti.*

Ti su nalazi doveli do formalnog prijedloga hipoteze o bolesti u kojoj bi pretjerano
nakupljanje i talozenje AP potaknulo kompleksnu kaskadu koja rezultira simptomima
Alzheimerove bolesti. Amiloidna hipoteza navodi da postupno nakupljanje i agregacija ovog
malog hidrofobnog peptida inicira sporu, ali smrtonosnu kaskadu koja dovodi do sinaptickih
promjena, mikroglijalne i astrocitne aktivacije, modifikacije normalno topljivog tau proteina u
oligomere, a zatim u netopljive uparene spiralne niti i progresivno neuronsko propadanje

povezano s visestrukim nedostatkom neurotransmitera.”

Karla Franjkovié¢ Zavr$ni rad
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Smatra se da postupne promjene u ravnoteznim razinama amiloidnog B-proteina (Ap)
u mozgu pokrecu amiloidnu kaskadu. Razine AP mogu biti poviSene poveéanom
proizvodnjom i / ili smanjenim klirensom. Omjer AB4, / AB4o moZe se povecati mutacijama u
tri razlicita gena (protein prekursor amiloida (APP), presenilin-1 (PS1) i presenilin-2 (PS2))
koji uzrokuju nasljedne oblike Alzheimerove bolesti. Ovo relativno poveéanje A4, povecava
oligomerne oblike, S§to uzrokuje u pocetku suptilne, a zatim Sve teze i trajne promjene
sinapti¢ke funkcije. Paralelno, A4, tvori mikroskopski vidljive naslage u parenhimu mozga,
prvo kao relativno benigne difuzne (nefibrilarne) plakove. Kako difuzni plakovi postaju
fibrilarni, opazaju se lokalni upalni odgovori (mikroglioza i astrocitoza). S vremenom ti
dogadaji rezultiraju oksidacijskim stresom, promijenjenom ionskom homeostazom i drugim
biokemijskim promjenama. Kaskada kulminira Siroko rasprostranjenom sinaptickom,

odnosno neuronskom disfunkcijom i smréu stanica, $to dovodi do progresivne demencije.*

2.2.2. Nastajanje oligomera i njihov utjecaj na sinapticku disfunkciju

Mutacije koje se javljaju na krajevima AP regije povecavaju proizvodnju visoko
amiloidogene A4, izoforme, dok mutacije unutar Ap podrucja poveéavaju oligomerizaciju
peptida. Samo peptid APs; ima snaznu sklonost oligomerizaciji in vivo. Vaznost
oligomerizacije amiloid B-proteina (AP) u patogenezi Alzheimerove bolesti proizasla je iz
opazanja da neke mutacije u f-amiloidnom prekursorskom proteinu (APP), i da sve mutacije
u presenilin-1 (PS1) ili presenilin-2 (PS2) koje uzorukuju bolest, poboljsavaju proizvodnju
AB4, peptida. Povecano nastajanje AP4, peptida rezultira apsolutnim povecanjem Ay, razina
ili povecanjem omjera ABsz / APso (to jest, ABs; moze se povecati na Stetu APgg). Vise
hidrofobni peptid A4, sa svojim C-terminalnim alaninskim i izoleucinskim ostacima,
agregira brze i formira stabilne Ap oligomere. Stovise, A4, ima tendenciju stvaranja stabilnih
trimernih i / ili tetramernih oligomera, dok to nije slu¢aj kod APao.

Naslijedene mutacije u AP regiji povecavaju sklonost peptida da agregira. Proces
agregacije odrazava se u poc¢etnom mikroskopskom talozenju ABa2 u obliku ranih (difuznih)
plakova u mozgu. Relativno povecanje razine AP4, prema A4 dovoljno je da se aktivira AD
fenotip. Otkri¢e u transgeni¢énim miSevima govori da povecanje samo AP4 ne dovodi do

stvaranja plaka, ve¢ moze zapravo posluziti za usporavanje talozenja APs2 U mozgu.4

Karla Franjkovié¢ Zavr$ni rad
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2.3. Trodimenzijska struktura kratkih amiloidnih peptida
Eisenberg i suradnici odredili su 3D strukturu kratkih fibriloformirajuéih peptidnih segmenata
amiloidnih proteina (npr. Sup35, inzulin, Ab, tau i amilin) rendgenskom Kkristalografijom.
Proucavani peptidi su vrlo topljivi u vodi, ali isto tako mogu formirati mikrokristale i niti.
KoriStenjem specificnih mikrofokusiranih X-zraka istrazivaci su otkrili nekoliko struktura
mikrokristala visoke rezolucije i pokazalo se da su sastavljeni od kriznih B-plo¢a za koje je
pretpostavljeno da su osnovica strukture amiloidnih niti.

Vise eksperimentalnih rezultata podrzava ideju da je peptidna konformacija u
mikrokristalima slicna onoj u amiloidnim nitima: mikrokristali i niti rastu u istim uvjetima te
mogu nastati jedno iz drugog - niti mogu rasti iz vrha kristala; kristali kao takvi mogu biti

. " .1
ishodi$te za rast niti.

Usmjerenje protofilamenta

Fibril Model Protofilament Kriina p-ploca

Slika 3: Prikaz strukturne organizacije amiloidnih fibrila®

Takoder, mjerenje difrakcijske slike iz praha kristala i niti je pokazalo vrlo slicne uzorke.

U pocetnoj rendgenskoj strukturi odredenoj iz mikrokristala peptida GNNQQNY iz Sup35,
peptidi stvaraju savrSene B-ploce paralelne s kratkim krajem osnovnog uzorka kristala.

Sli¢no njihovoj ocekivanoj orijentaciji u nitima, individualne B-niti su okomite na duzi krak
mikrokristala. B-ploce se pakiraju u kristale na 2 razli¢ita nac¢ina nazvanim "suho" i "mokro"
pakiranje.?

Suho pakiranje je rezultat Van der Waalsovih sila i vodikovih veza (Asn/Gln ljestve)
izmedu susjednih komplementarnih lanaca. Ovakvo strukturno pakiranje se naziva "stericki
zatvarac" i takoder je dokumentirano u AP nitima.

Za razliku od suhog pakiranja, mokro je ve¢inom posljedica vodikovih veza izmedu

susjednih lanaca te preko molekula vode u slicnom stilu kao intermolekulski kontakti

Karla Franjkovié¢ Zavr$ni rad
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proteinskih kristala. Ovo pokazuje da je stabilna strukturna jedinica mikrokristala par p-ploca
koje stvaraju minimalni krizni uzorak.?

Objavljene su i druge visokorezolucijske mikrokristalne strukture peptida raznolikih
aminokiselinskih slijedova. Sve strukture su u "beskonac¢noj" B-ploc¢a konformaciji gdje ploce
tvore uzorak preko "steriCkog zatvaraca" $to pokazuje prevalenciju kriznog-p-plo¢a motiva sa
sterickim zatvaraCem kao interakciju susjednih komplementarnih lanaca peptida |
oligomerizaciju u amiloidnim nitima.?

Medutim, postoje bitne razlike u strukturama po kojima mozemo razlikovati stericke
zatvarace kroz 3 kategorije - paralelne ili anti-paralelne B-niti; lice-lice ili lice-nali¢je odnos
B-ploca; te usmjerenje PB-ploca gore-gore ili gore-dolje. Kombinacija ovih strukturnih
organizacija rezultira s 8 mogucih klasa sterickog zatvaraca od kojih je 5 eksperimentalno
detektirano. Neki peptidi mogu formirati razli¢ite mikrokristale s razli¢itim klasama sterickog
ciferSlusa §to objasnjava amiloidne polimorfizme i prionske niti na molekularnoj razini.
Kompleksna struktura moze biti derivat kombinacija sterickih zatvaraca u strukturi od vise
peptidnih segmenata unutar jednog polipeptidnog lanca, kao §to je primjer 3D struktura HET-
s amiloidnih niti.?

Buduc¢i da amiloidni fibrili nisu kristalini¢ni i netopivi su u vodi, detaljne strukturalne
studije jednokristalne kristalografije X-zraka i visedimenzionalne NMR su teske. Stoga su
uspostavljene metode niske rezolucije za fizicku i strukturnu karakterizaciju amiloidnih
fibrila. Pocetni uvid u sekundarnu strukturu prisutnu u amiloidnim fibrilima dosao je iz
svojstava bojenja amiloida in vivo. Kongo crveno veze amiloidnu cjelinu i pokazuje Zuto-
zelenu birefringenciju pod krizno polariziranom svjetlo$¢u, Sto ukazuje na prisutnost uredene
strukture u amiloidnom agregatu. Slicno tome, tioflavin T fluorescencija inducirana
amiloidnim vezivanjem takoder upucuje na prisutnost uredene strukture u agregatima.
Ponavljaju¢a priroda strukture amiloidnih B-plota mozZe se odrediti i rendgenskom
difrakcijom vlakana.*

KruZni dikroizam (CD) 1 Fourierova transformirana infracrvena spektroskopija (FTIR)
koriste se za mjerenje sadrzaja B-ploca amiloida, dok elektronska mikroskopija (EM) moze
definirati granice i oblik amiloidnih fibrila na razlu¢ivost od priblizno 10 -25 A. Nasuprot
tome, spektroskopija elektronske paramagnetne rezonancije (EPR) i zaustavljena izmjena
vodika / deuterija povezana s masenom spektrometrijom ili dvodimenzionalna nuklearna

magnetska rezonancijska spektroskopija (NMR) daju znacajne pojedinosti o lokalnoj strukturi
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amiloidnih fibrila. Kombiniranjem podataka izvedenih iz tih metoda predlozeni su neki

strukturni modeli, ali ove tehnike ne mogu dati strukture atomske razlugivosti.*

2.3.1. NMR cvrstih faza
Napredak u NMR tehnikama ¢vrstog stanja omogucuje precizno mjerenje intermolekulskih

udaljenosti i okretnih kutova osnovnog skeleta amiloidnih fibrila. Lansbury i suradnici prvo
su opisali primjenu NMR ¢vrstog stanja u odredivanju anti-paralelne prirode AP(34-42)
fibrila na temelju intramolekulskih 13C-13C udaljenosti i 13C kemijskih pomaka. Balbach i
suradnici izvijestili su o viSestrukim kvantnim NMR i rotacijskim efektima dvostruke
rezonancije za AP(16-22) fibrile koji su ukazivali na anti-paralelnu strukturu B-plo¢a. Za Ap
predlozena je konformacija paralelnih B-plo¢a bazirano na viSestrukim kvantnim NMR
eksperimentima. Tycko i suradnici prikupili su viSe ogranicenja i uspostavili strukturne

modele za polimorfni AB (1-40).2

2.4, Amiloidni fibrili

Rudolf Virchow uveo je pojam "amiloid" kako bi opisao makroskopsku abnormalnost tkiva
koja pokazuje blijedi, voskasti izgled i daje pozitivnu reakciju bojenja joda koja je
karakteristicna za materijale sliéne Skrobu. Klasi¢na histoloSka definicija amiloida je
izvanstaniéni proteinski talog koji veze Kongo-crvenilo i proizvodi Zuto-zelenu
birefringenciju pod polariziranom svjetlos¢u. Buduci da difrakcija rendgenskih zraka vlakana
uskladenih amiloidnih fibrila daje karakteristicni difrakcijski uzorak s meridionalnom
refleksijom na 4,7 A i ravnoteznom refleksijom pri 8-11 A, predloZeno je uredenje kriznog-B-
ploca strukturnog motiva.

U strukturi krizne-B-ploce, pojedinacne niti svake B-ploce idu okomito na osovinu fibrila
(razmak od 4,7A), dok su B-ploce (10 A razmak) paralelne s osovinom fibrila.

1 Okosnica fibrila

4‘7A¢ - - = 1
AGA

Amiloidni fibrili Krizna - difrakcija Model kritne f3- ploce

Slika 4: EM i rendgenska slika amiloidnih fibrila®
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Pod elektronskim mikroskopom (EM) amiloidni fibrili su dugi, nerazgranati filamenti
s promjerom od 6-12 nm, $to ukazuje da se amiloidni fibrili sastoje od uredenog rasporeda
tisuc¢a kopija peptida / proteina. Ove strukturne karakteristike amiloidnih fibrila se koriste za
redefiniranje amiloidnog entiteta kao fibrilarni proteinski agregat s temeljnim motivom
krizne-B-ploge.

Amiloidni fibrili povezani su s visSe od dvadeset ljudskih bolesti, ukljucujuéi
Alzheimerovu, Parkinsonovu i prionske bolesti. Osim amiloida koji su povezani s bolestima,
postoje i amiloidi s prirodnim bioloskim aktivnostima. Bakterija Escherichia coli formira
izvanstani¢ne amiloidne fibrile koji su ukljuceni u povrsinske i medustani¢ne kontakte koji
potpomazu ponasSanje zajednice i kolonizaciju domacina. Protein ljuske jajeta (chorin) je
amiloid koji $titi oocite i razvoj embrija od opasnosti iz okoline. Prionski amiloidi u kvascu
povezani su s poboljsanim prezivljavanjem domacina u odredenim uvjetima okoline.

HET-s prionski protein gljive Podospora anserina tvori zarazne amiloide koji su dio nativne
funkcije zvane heterokaronska nekompatibilnost. Pmel17 tvori funkcionalni humani amiloid
koji se €ini vaznim za formiranje pigmentacije koze.?

Iako je ocito da aktivnost funkcionalnih netoksi¢nih i toksi¢nih amiloida povezanih s
bolestima mora biti pripisana njihovoj 3D strukturi, postoji malo ili nimalo saznanja o
strukturnim razlikama odgovornim za razlike u toksi¢nosti. Nedostatak toksi¢nosti
funkcionalnih HET fibrila moze biti posljedica njihove hidrofilne povrSine koja moze
potisnuti nespecifi¢ne hidrofobne interakcije s drugim proteinima ili membranom.

Alternativno, funkcionalni amiloidni proteini mogu se nakupiti u visoko specifi¢ne
amiloidne fibrile bez prisutnosti konformacijskih meduprodukata kao Sto su protofibrili 1
oligomeri za koje se sugerira da su toksi¢ne specije u Alzheimerovoj bolesti. Iako se jos$
uvijek uglavnom sastoje od B-ploca, ovi konformacijski meduprodukti pokazuju zajednicki
strukturni motiv koji se razlikuje od fibrila §to je dokazano nastankom oligomer-specifi¢nih 1
fibril-specifi¢nih protutijela. Slijedec¢i ovu hipotezu, sugerira se da amiloidni fibrili povezani s
bolesti imaju korisnu funkciju sekvestracijom toksi¢nih oligomera nastalih tijekom agregacije
U ne-toksicni zreli amiloid.

Iako svi amiloidi dijele strukturni motiv kriznih B-ploca, oni sadrZe razne biofizicke i
bioloske osobine. Formiranje amiloida moze rezultirati gubitkom funkcije ukljucenog
polipeptida kao $to se zbiva kod prionskih kvasaca, ili dobitak funkcije kao u slu¢aju HET

prionskog sustava.
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Pmell7 amiloidi sluze kao predlozak za vezanje liganda, dok drugi amiloidi induciraju
specifi¢ni otrovni odgovor. Prionski amiloidi su zarazni, dok drugi amiloidi nisu, a to su
varijacije u amiloidnoj strukturi koja su odgovorne za raznolikost prionskih sojeva. Neki
amiloidi mogu biti vrlo stabilni u teskim fizikalnim i biokemijskim okruzenjima dok drugi
jednostavno otpustaju monomere. Neki polipeptidi tvore amiloide u fizioloSkim uvjetima,
drugi samo u ekstremnim (nefiziolo§kim) uvjetima. Amiloidi su vrlo specifi¢ni u njihovom
agregatnom ponasanju i obi¢no sadrze samo jednu sekvencu polipeptida, iako je koagregacija
moguca u odredenim okolnostima.”

Jednostavni preklop krizne B-strukture, koji je jednodimenzionalni kristal koji moze
rasti neograni¢eno, jo$ uvijek omogucuje vise svojstava. Zapravo, ponavljajuca priroda moze
biti kljuéna za njihove visestruke aktivnosti jer je ponavljaju¢a konformacija sposobna
pretvoriti neku nespecificnu funkciju u specifi¢énu putem kooperativnosti.

Anfinsenova hipoteza govori da trodimenzijska struktura prirodnog proteina u
normalnom fizioloSkom okruzenju (otapalo, pH, ionska jakost, prisutnost drugih
komponenata kao $to su metalni ioni ili prostetske skupine, temperatura i dr.) je ona u kojoj je
Gibbsova slobodna energija cijelog sustava najniZa, tj. prirodna konformacija odredena je
ukupnim meduatomskim interakcijama, a time i aminokiselinskim slijedom, u danom
okruzenju.

Amiloidni proteini i narocito funkcionalni amiloidni polipeptidi imaju (barem) dva
stabilna konformacijska stanja: topljivo monomerno i netopljivo fibrilarno. Budué¢i da
slobodna energija otopine ovisi 0 koncentraciji otopljene tvari, stanje otopljene tvari moze se
promijeniti s koncentracijom. Dakle, potpuno je u skladu s Anfinsenovom hipotezom da
amiloidni proteini zauzimaju jednu strukturu u razrijedenoj otopini, a drugu strukturu -
amiloidno stanje - kada su u visokoj koncentraciji. Drugim rije¢ima, za mnoge bjelancevine
amiloidno stanje je termodinamicki stabilno stanje pri visokim koncentracijama, stanje
stabilizirano visokom gusto¢om intermolekularnih vodikovih veza 1 komplementarnim
sterickim interakcijama. U meduvremenu, amiloidno stanje nije energijski najpovoljnija

konformacija pri nizoj koncentraciji proteina.2
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2.5.  Alzheimerova bolest

Alzheimerovu bolest prvi je opisao bavarski psihijatar Alois Alzheimer na temelju amiloidnih
plakova pronadenih u mozgu umrle pacijentice koja je patila od poremecaja gubitka
kratkotrajnog pamcenja. To je ireverzibilna, progresivna neurodegenerativna bolest mozga
koja se ocituje propadanjem kognitivnih funkcija te pojavom amiloidnih plakova, depozita 3-
amiloida. Na nju otpada vise od 65% starackih demencija $to ju ¢ini najéeS¢im uzrokom
demencije.

Zbog duljeg zivotnog vijeka zena u odnosu na muskarce, Alzheimerova bolest je puno
¢esc¢a kod njih. Bolest se razvija kroz osam stadija. U prvom i drugom stadiju nema vidljive
pojave simptoma. Treci stadij ocCituje se blagim kognitivnim deficitom i zaboravljivosti. U
Cetvrtom 1 petom stadiju dolazi do uocCavanja simptoma, prepoznavanja problema,
nemogucnosti izvrSavanja jednostavnih zadataka i agitacije dok se u Sestom stadiju javlja
depresija, inkontinencija i nemogucnost brige o samome sebi. U sljedecem stadiju potrebna je
hospitalizacija oboljele osobe i konstantna njega, a u konacnici dolazi do nemoguénosti

kretanja, govora, gubitka svijesti i smrti.

2.5.1. Rizicni faktori

Kao ¢imbenici rizika za nastajanje bolesti naj¢eS¢e se navode pusenje, visok krvni tlak,
alkohol, dijabetes, hipertenzija, hiperlipidemija, hiperglikemija, pozitivna obiteljska
anamneza, spol i dob. Smatra se da je mali broj sluajeva Alzheimerove bolesti (1%- 5%)
povezan s genetskom mutacijom.

Zivotna dob i dalje ostaje najznadajniji rizi¢éni faktor za razvoj demencije, posebno
Alzheimerove bolesti (AD). Incidencija AD-a udvostrucuje se svakih 10 godina nakon
napunjene 60-te godine zivota. Prekomjerena konzumacija alkohola moze uzrokovati
demenciju koja je Cesto ireverzibilna i visokog stupnja. Djelovanje alkohola moze biti
1zravno, toksi¢no na mozak i neizravno koje se manifestira kao deficit vitamina, traume glave
i poremecaju zgrusavanja krvi. Dijabetes povecava rizik od AD-a ¢ak za 50 — 100% no
mehanizam nastanka demencije joS$ uvijek je nejasan. Hipertenzija povecava rizik od
mozdanog udara i nastanka vaskularne demencije koja je karakterizirana kognitivnim
propadanjem zbog mozdanog infarkta. Uslijed povecane aktivnosti APOE (apoliprotein E-

veze 1 sudjeluje u klirensu AB) gena raste rizik od obolijevanja.
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2.5.2. Dijagnosticiranje Alzheimerove bolesti

Simptomi i1 znakovi Alzheimerove bolesti slicni su onima kod drugih demencija. U
postavljanju dijagnoze koriste se neuroloski i psiholoski testovi. Uz anamnesti¢ke podatke, u
postavljanju dijagnoze sluzimo se neuroloSkim i psiholoskim testovima. Najpoznatiji test je
MMS (eng.= mini mental score), tj. test procjene mentalnog stanja. Takvim testom vrSi se
provjera paznje, orijentacije, budnosti, memorije, razumijevanja, govora, ¢itanja, pisanja,
racunanja, imenovanja, ponavljanja. Svaki se odgovor boduje (od 0 do 30 bodova), a rezultat
sluzi procjeni tezine demencije uz moguénost pracenja progresije bolesti. Dijagnoza se
potvrduje neuroradioloSkim metodama, CT-om (kompjutoriziranom tomografijom) ili MRI-
om (magnetnom rezonancijom) mozga, na kojima se vidi jaka atrofija mozdane kore difuzno i
hipokampalne regije. Analizom likvora moze se utvrditi povecanje proteinske komponente. U
postavljanju dijagnoze moze pomo¢i i EEG (elektroencefalografija) te PET (pozitronska

emisiona tomografija).®
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Slika 5: Mikroskopska slika s AB plakovima i tau neurofibrilarnim zapletima®

2.5.3. Terapija Alzheimerove bolesti
Unato¢ impresivnom napretku u istrazivanju i razmijevanju patogeneze Alzheimerove bolesti,

ne postoji djelotvoran lijek za njezino uspjesno lijeCenje, pa se aktivno traze terapeutski alati
koji mogu neutralizirati neurodegenerativne procese.

Postoje dva terapijska pristupa, terapija koja modificira bolest i simptomatska terapija,
ovisno o njihovim ciljevima i mehanizmima, za koje se ocekuje da ¢e dovesti do razli¢itih
ishoda. Simptomatskom terapijom mogu se ublaziti simptomi bolesti bez usporavanja ili
zaustavljanja progresije, dok modifikatori bolesti zaustavljaju ili znaCajno usporavaju

neurodegeneraciju djelujuci na patoloske procese koji dovode do neuroloskog poremecaja.
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Simptomatsko lijecenje blage ili umjerene Alzheimerove bolesti ima blagi uc¢inak na vracanje
pamcenja i drugih kognitivnih funkcija. Nazalost, taj je u¢inak je prolazan i neznacajan.
Selektivni gubitak kolinergickih neurona u Alzheimerovoj bolesti rezultira manjkom
acetilkolina (ACh) u specifi¢cnim podru¢jima mozga koji su zasluzni za uenje i pamcenje.
Smatra se i da su promjene u serotoninergickom i dopaminergi¢kom sustavu odgovorne za
poremecaje ponaSanja koji su zapaZeni u bolesnika. Stoga se u terapiji koriste inhibitori
acetilkolin-esteraze kako bi se smanjila razgradnja neurotransmitera acetilkolina, odnosno
povecala njegova koli¢ina u pacijenata. Lijek koji blokira toksi¢ne ucinke glutamata u
centralnom zianom sustavu i ima cilj usporiti tijek bolesti je memantin.

Danas se veliki napori ulazu u razvijanje lijekova kojima bi se ciljalo na temeljne
mehanizme odgovorne za nastanak bolesti. PredloZeni su razli¢iti pristupi koji djeluju na
pretpostavljene dogadaje bitne za razvoj Alzheimerove bolesti. Smatra se da bi se moglo
ciljati na stabilizaciju nativne konformacije proteina primjerice tretmanom s kemijskim
Saperonima ili proteinskim inzenjeringom. Time bi se sintetizirali proteini s modificiranim
DNA slijedom koji bi povecao stabilnost proteina te smanjio tendenciju da se pogresno smota.

Serin / treonin-kinaza cdk5 zajedno s kofaktorom p251 (ili duzim kofaktorom, p35)
hiperfosforilira tau, $to dovodi do stvaranja parnih spiralnih niti i talozenja citotoksi¢nih
neurofibrilarnih formacija i do poremecaja kao $to je Alzheimerova bolest. Pretpostavlja se da
su derivati 2-aminotienil potencijalni inhibitori cdk5 / p25 i da bi se mogli koristiti za
lijecenje Alzheimerove bolesti 1 drugih neurodegenerativnih poremecaja.

Na transgeni¢nim Zivotinjama eksperimentalno je provedena imunizacija sintetickim
proteinima kojom je imunoloski sustav oboljelog stvarao antitijela protiv agregata tih proteina

te je pokazano da se time dovodi do smanjenja veli€ine i1 broja amiloidnih plakova.8
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