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§ 1. Uvod

§ Sazetak

Neurodegenerativne bolesti, odnosno bolesti ziv€anog sustava zahvacéaju Siroku populaciju
diljem svijeta ¢ija su najznacajnija obiljezja gubitak pamcenja 1 smanjene kognitivne
sposobnosti. Najucestalije neurodegenerativne bolesti su Alzheimerova 1 Parkinsonova bolest.
Alzheimerova bolest (AD) najces¢i je oblik demencije, a karakterizira ju progresivan gubitak
pamcenja. Smatra se da je amiloid-f (AP), koji nastaje proteolitickim cijepanjem veceg
glikoproteina, amiloid prekursor proteina (APP) (eng. amyloid precursor protein), glavni uzrok
ove bolesti. Oligomerizacijom A peptida nastaju amiloidni plakovi koji se taloze u mozgu i
predstavljaju neuropatoloski znak AD-a. Cijepanjem APP-a enzimom 7y-sekretaza nastaje niz
fragmenata duljine od oko 40 aminokiselina. Sam A karakterizira struktura B-naborane ploce
u kojoj je peptidna okosnica okomita na os peptida. Bolesti doprinosi i unutarstanicno
agregiranje pogresno savijenog tau proteina sto takoder uzrokuje gubitak paméenja i zbunjenost
te na kraju rezultira gubitkom kognitivnih sposobnosti tijekom vremena.

Parkinsonova bolest drugi je najzastupljeniji neurodegenerativni poremecaj s
prevalencijom blizu 2% nakon 65. godine zivota. Karakterizira ga podrhtavanje u mirovanju,
krutost miSi¢a i bradikinezija. Patoloska obiljezja su prisutnost i nakupljanje Lewyjevih
tjeleSaca, koja se sastoje od intrizicno neuredenog proteina a-sinukleina, u crnoj supstanci u
mozgu. Uzrok ove neurodegeneracije jo$ nije poznat. Genetski faktori, iako su u pocecima
istrazivanja bili podcijenjeni, postali su vazan faktor u istrazivanju Parkinsonove bolesti. Kroz
godine istrazivanja, sve je jasnije kako poremecaj normalne funkcije i/ili agregacija proteina

moze dovesti do smrti ziv€anih stanica §to dovodi do ozbiljnih zdravstvenih poteSkoca.
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s1. UVOD

Amiloid-B (AP) nastaje proteolitickim cijepanjem transmembranskog amiloid prekursor
proteina (APP) pomocu enzima [- 1 y- sekretaze. Smatra se da je nakupljanje AP prvi dogadaj
koji dovodi do nastanka amiloidnih plakova i patogeneze u Alzheimerovoj bolesti (AD) koja je
zasluzni za ovo stanje niti kojim mehanizmom djeluju. Stovise, za sada nisu otkriveni uéinkoviti
lijekovi koji bi zaustavili napredovanje AD-a.! Ubrzan nadin Zivota i nezdrava prehrana dovode
do kroni¢nih bolesti kao Sto su dijabetes 1 hipertenzija koje mogu biti daljnji pokreta¢ za
nastajanje AD-a.? U slu¢aju Parkinsonove bolesti (PD) vaznu ulogu imaju i genetski ¢imbenici.
Oslabljene motoricke funkcije jedan su glavnih obiljezja ove bolesti, a do kognitivnih
poremecaja dolazi tek u napredovalim fazama bolesti.? Intrizi¢no neureden protein poznat kao
o-sinuklein smatra se glavnim uzro¢nikom PD-a.* a-sinuklein glavna je komponenta Lewyjevih
tjelesaca koji se nakupljaju u mozgu i kao takvi predstavljaju dijagnosti¢ki marker.> Osim PD-
a, pogreSno savijanje i nakupljanje a-sinukleina u srediSnjem i perifernom Ziv€anom sustavu
uzrokuje i druge poremeéaje koji se nazivaju sinukleinopatijama.®
U ovom radu su obradena struktura, nastajanje i procesi agregacije proteina amiloid-f i

a-sinuklein koji dovode do neurodegenerativnih poremec¢aja AD-a, odnosno PD-a.
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§2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Neurodegenerativne bolesti

2.1.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (AD) je neurodegenerativni poremecaj koji narusava razvoj mentalnih
sposobnosti te prekida neurokognitivnu funkciju. To stanje opisano je neurodegeneracijom,
gubitkom ZivCanih stanica te nastankom amiloidnih plakova. Prema statistickim podacima
prikupljenim diljem svijeta, Zenske osobe su sklonije razvoju ove bolesti nego muskarci. Postoji
ve¢i rizik od razvoja AD-a u kasnijoj dobi kod osoba s kardiovaskularnim bolestima,
hipertenzijom i dijabetesom. Smatra se da opisana stanja dovode do povecanog rizika nastanka
AD, §to je uCestalije u razvijenijim zemljama zbog nacina zivota. Interakcija oligomera amiloid-
beta (AP) proteina sa sadrzajem ziv€anih stanica rezultira raznim patoloSkim i fizioloskim
anomalijama koje ukljucuju mitohondrijsku disfunkciju, oksidativni stres, smanjenu regulaciju
metabolizma kalcija, pojacanu aktivnost kinaze glikogen sintaze te stimulaciju stani¢ne smrti.?

Napredak AD-a je povezan s ranim i naglim porastom razine AB42 $to doprinosi agregaciji
1 agregiranju AP42 u amiloidne plakove te se napredovanje bolesti ubrzava. Ap42 i AB40 su
petidi, produkti nastali proteolitickim cijepanjem APP-a. Kod osoba koje nisu oboljele od AD-
a, povecanje razine AP (AP40 1 AP42) dogada se kroz nekoliko desetaka godina. Za AD je
karakteristi¢no rano i progresivno agregiranje AB42 Sto rezultira padom razine istog u krvnoj
plazmi. Do sada se pokazalo najpreciznijim pratiti omjer AB42/ApB40 kod postavljanja
dijagnoze bolesti jer je kod svake osobe broj zasebnih AB40 1 AP42 individualan. Kod zdravih
pojedinaca, ve¢inu nastalog AP ¢ini kraca varijanta - AB42. Smanjenje omjera AB42/AB40 u
krvnoj plazmi veZe se uz pocetak i napredovanje AD-a.’

U biomedicini, ucinkovito lijecenje AD-a predstavlja velik izazov. Za sada ne postoji
tretman niti lijek koji bi izlije€io ovu bolest. Dostupni lijekovi uglavnom su namijenjeni
simptomatskom lije¢enju. Nepoznavanje to¢nog uzroka bolesti te krvno-mozdana barijera koja
ogranicava uc¢inkovitost lijekova dva su glavna ¢imbenika koja ometaju istrazivanje za razvoj

lijekova. Ipak, poznato je da je za uspjesno lijeCenje bolesti potrebna kombinirana terapija,
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buduci da vise ¢cimbenika utjece na napredovanje bolesti. Do sada, svi potencijalni lijekovi nisu
zadovoljili kriterije nakon 2. ili 3. faze ispitivanja, tako da je pronalazak prikladne terapije jos$

u tijeku.?

2.1.2. Parkinsonova bolest

Parkinsonova bolest (PD) pripada skupini neurodegenerativnih bolesti karakteriziranih
pogre$nim smatanjem te agregiranjem nakupina o-sinukleina, poznatih kao sinukleionopatije.*
PD pripada najces¢im poremecajima kretanja te je nakon AD najceS¢a neurodegenerativna
bolest. Ovom boles¢u zahvaceno je ukupno 1-2% ukupne populacije starije od 65 godina.
Klini¢ki je karakterizirana trima simptomima: kruto$¢u miSi¢a, bradikinezijom (sporim
pokretom) te podrhtavanjem u mirovanju. Takoder, uobi¢ajeni simptomi mogu biti nedostatak
ravnoteZe, izrazaji lica poput maske i festiniraju¢i hod ¢ija su obiljezja brzi i1 kraéi koraci.
Kognitivni poremecaji prisutni su u znacajnoj mjeri kod bolesnika u uznapredovanim stadijima
bolesti.

Glavna neuropatoloska karakteristika bolesti su Lewyjeva tjeleSca koja su gradena od
a-sinukleina. Kasnije je uspostavljena veza izmedu nakupina Lewyjevih tjeleSaca i crne
supstance (lat. Substantia nigra). Naime, nakupine Lewyjevih tjeleSaca u crnoj supstanci
dovode do gubitka Ziv€anih stanica i u konacnici do ranije opisanih simptoma PD. VaZzno je
napomenuti, iako je crna supstanca glavno mjesto gdje dolazi do gubitka Ziv€anih stanica,
prisutnost Lewyjevih tjeleSaca nije ograniCeno samo na to podrucje mozga. TjeleSca se
uglavnom nalaze u ziv€anim stanicama, a glijalne stanice su rijetko zahvacene.

Vecina osoba oboljelih od PD nema istih slucajeva u obiteljskoj povijesti, no genetski
¢imbenici tu imaju veliku ulogu. Dugo se smatralo kako je okoli$ presudan u uzrokovanju ove

bolesti no istrazivanjima se pokazalo da su genske predispozicije puno vazniji faktor.’

2.2.  Amiloid-p
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2.2.1. Amiloid p i njegova uloga

Jedno od najvaznijih otkri¢a u razumijevanju Alzheimerove bolesti bila je povezanost oboljelih
s nakupljanjem amiloidnih naslaga u njihovom mozgu. Rije¢ je o peptidu koji se sastoji od
otprilike 40 aminokiselina, danas je poznat kao amiloid-beta (A), ¢ija je struktura vidljiva na
Slici 1. A nastaje proteolitickim cijepanjem njegovog prekursora proteina- APP enzimom koji
se naziva y-sekretaza. Cijepanjem APP-a nastaju peptidi AP razliCitih duljina. Dva glavna
oblika AP koja nastaju u normalnim uvjetima cijepanja APP-a su AB40 i AB42. Kod prosjec¢nog
i zdravog pojedinca, veéinu nastalog AP &ini kraéa varijanta- AB40. ’

Pretpostavlja se da je AP samo nepozeljan nusprodukt metabolizma APP-a, stoga
terapija koja cilja njegovo smanjenje ne bi trebala biti Stetna. Ipak, ova pretpostavka moze biti
pogresna jer jos uvijek ne postoji dovoljno dokaza o normalnoj fiziologkoj funkciji Ap. 8

Toksic¢ni u€inci AP Siroko su proucavani te su opisani nize u ulomcima. Osim $to dovodi
do patoloskih stanja opisanih AD-om, pozitivno utjece i na neke psiholoske procese kao $to su
stvaranje 1 diferencijacija zivC€anih stanica, sinapticka plasti¢nost, formiranje pamcenja,

homeostaza kalcija, odvajanje metala od tkiva te antioksidativni procesi.’

Slika 1. Struktura agregiranog peptida amiloid-f. Struktura je pohranjena i slika je preuzeta iz

PDB baze podataka (https://www.rcsb.org/), (PDB ID: 7MQY). (ref. 10)
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2.2.2. Nastajanje amiloida f

A nastaje cijepanjem mnogo veceg prekursora- amiloid prekursor proteina (APP), prikazan na
Slici 2. APP je integralni membranski protein zastupljen u mnogim tkivima, osobito u
sinapsama neurona koje imaju glavnu ulogu u uzrokovanju AD-a. Sastoji se od jedne domene
koja se proteze kroz membranu, velikog izvanstani¢nog glikoziliranog N-kraja te kraceg
citoplazmatskog C-kraja. To je molekula prekursor koja se sintetizira u endoplazmatskom
retikulumu, prenosi u Golgijev aparat gdje se zavrSava sazrijevanje te se na kraju prenosi u
stanicnu membranu. Moze se cijepati na dva na¢ina. U neamiloidogenom putu, APP cijepaju
enzimi a-sekretaza i y-sekretaza. Cijepanjem enzimima [-sekretazom i y-sekretazom nastaju
peptidi koji imaju izmedu 37 i 49 aminokiselina, odnosno nastaju razliiti fragmenti AP od
kojih su najznacajniji u uzrokovanju AD-a AB40 i AP42. Enzima za cijepanje APP-a ima u
izobilju u neuronima §to moze ubrzati nastanak A i narusiti opstanak neurona. Nakon sinteze,
AP moze biti otpuSten u izvanstani¢ni prostor ili ostati povezan s membranom ili lipidnim
splavima. Vezanje AP za gangliozid GM 1, koji se nalazi na lipidnoj splavi, favorizira agregaciju
AP peptida.!

Opazeno je da mutacije u genima povezanim s y-sekretazom rezultiraju povecanim
koli¢inama AP, a u nekim sluc¢ajevima povecana je koli¢ina samo AP42. Iako razne mutacije
APP-a mogu utjecati na vrstu, koli¢inu 1 mjesto nastajanja AP peptida, dominantna vrsta koja
se talozi u mozdanom tkivu je AP42. AP42 nastao na pocetku cijepanja APP-a sposoban je
uzrokovati daljnje agregiranje dugih i kratkih oblika AP. PoviSene razine AB42 u plazmi
povezane su s povecanim rizikom od AD-a, a te se razine tijekom vremena smanjuju kod
novooboljelih. Smanjena razina AB42 u plazmi nakon ranog napredovanja bolesti je u skladu s

konceptom ubrzane akumulacije AP42 u neuronskim naslagama kako bolest napreduje.’
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Slika 2. Struktura peptida amiloid prekursor proteina. Struktura je pohranjena i slika je preuzeta

iz PDB baze podataka (https://www.rcsb.org/), (PDB ID: 3SV1). (ref. 11)

2.2.3. Struktura amiloida

Pojam amiloid je specificno povezan s proteinima i peptidima koji posjeduju strukturu -
nabrane ploce u kojoj je peptidna okosnica okomita na os peptida (eng. cross structure), $to je
potvrdeno rendgenskom difrakcijom uzoraka uzetih iz AP fragmenata. Struktura B-nabrane
ploce postoji u dvije konformacije- paralelnoj i antiparalelnoj. B-dijelovi tvore vlakna (Slika
3.), a sama vlakna se mogu dalje agregirati u ve¢e snopove. Svojstva proteina amilod-f 1 sli¢nih
fragmenata istrazivana su pomoc¢u metoda koje koriste cirkularni dikroizam (CD) te nuklearnu
magnetsku rezonanciju (NMR).!2

Deprotonacija dva kisela ogranka aminokiselina u o-zavojnici dovodi do
konformacijske promjene koja prethodi agregaciji AB. Hidrofoban C-kraj pokretac je za prijelaz
iz strukture a-zavojnice u B-nabranu plocu te ima vaznu ulogu u odredivanju stanja agregacije
proteina u AD. Van der Waalsove interakcije i elektrostatska privlacenja odrzavaju peptide
stabilnima. Oko 25% povrsine je hidrofobno te je struktura metastabilna. Peptid se ponasa kao
tipi¢an transmembranski protein u lipidnom okruzenju formirajuéi nakupine vlakana sto dovodi

do izravnog mehanizma neurotoksi¢nosti.
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Istrazivanja NMR-om takoder upucuju na postojanje razlicitih konformacija. Tako je
primjerice kod AP42 C-kraj viSe strukturiran te ostaci koji tvore P-ukosnicu smanjuju
fleksibilnost C-kraja §to se moze povezati sa sklonos¢u AB42 prema stvaranju amiloidnih

plakova. !

0 q | f,?" 500 i

Slika 3. Morfoloski prikaz vlakna amiloid-f snimljen transmisijskom elektronskom

mikroskopijom, dobivenih iz inkubiranih 500 nm otopina. Prikaz a) odgovara Ap40, a prikaz

b) AP42. Slika je preuzeta iz ref. 12.

2.2.4. Oligomerizacija i nastajanje amiloidnih plakova

AP monomeri agregiraju u razlicite strukture ukljucujuci oligomere i vlakna. Vlakna amiloida
veca su 1 netopiva te mogu dalje agregirati u amiloidne plakove, dok su amiloidni oligomeri
topivi 1 mogu se prosiriti cijelim mozgom.

U mozgu osoba oboljelih od AD-a nalazi se povecan broj oligomera AP, Sto je
postavljeno u hipotezi oligomera (eng. Oligomer hypothesis). Ta hipoteza govori da topivi AP
oligomeri (za razliku od netopivih) uzrokuju zatajenje sinapse i oSteenje pamcenja, Sto
rezultira oslabljenim radom mozga. Strukturna karakterizacija oligomera nije jednostavna jer
njihove strukture nisu stalne i stabilne ve¢ prolazne, no mogu se stabilizirati deterdzentima za
daljnje proucavanje. 2010. godine je izveden eksperiment u kojem su u uvjetima niske
temperature te niske koncentracije soli izolirani pentamerni oligomeri strukture f-nabrane ploce
s motivom beta-turn-beta. Ustanovljeno je da oligomeri imaju stabilnu jezgru te su dodatno
stabilizirani vodikovim vezama S$to je u skladu sa strukturom B-nabrane ploce. Paralelnost
monomernih AP proteina predstavlja klju¢ u organiziranju amiloidnih oligomera. Proces

oligomerizacije prikazan je na Slici 4.
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Prema nekim teorijama, oligomeri predstavljaju meduprodukte u ranoj fazi razvoja

vlakana. U ranim fazama nastajanja oligomera, pojavljuju se agregati sfernog oblika koji se
zatim izduzuju i spajaju te nastaju prekursori za protovlakna na putu stvaranja vlakana. A tvori
mnogo struktura, monomernih i oligomernih, od kojih svi rezultiraju vlaknima sli¢ne strukture.
Agregiranje AP u duga, nerazgranata vlakna kao i gubitci ziv€anih stanica obiljezja su AD-a.
Topivi oligomeri A mogu s vezati za brojne molekule u izvanstani¢nom prostoru, ukljucujuci
stani¢ne receptore, metale te stanicne membrane. Oligomeri koji se mogu pronaci u stani¢noj
membrani imaju tendenciju vezanja prijelaznih metala kao Sto su bakar, cink i zeljezo. Veza s
metalima ima ulogu u ubrzanju agregacije AP peptida.
AP moze tvoriti agregate dvama reakcijskim putevima- agregacijom koja je ovisna o metalu te
agregacijom koja je neovisna o metalu. Agregati neovisni o metalu tvore topive oligomere i
amiloidna vlakna, dok agregati ovisni o metalu tvore kovalentno povezane oligomere.
Akumuliranjem prvih oblika AP oligomera taloze se vlakna i amilodni plakovi. Amiloidni
plakovi se prvenstveno sastoje od agregiranih AP peptida i ziv€anih vlakana. A je protein koji
se stvara u normalnim uvjetima tijekom zivota dok su amiloidni plakovi neuropatoloski znak
AD-a. Oni, medutim, nisu dobra mjera oSte¢enja u mozgu osoba oboljelih od AD-a. Naime,
neke mutacije APP-a uzrokuju stvaranje vise agregata AP koji dovode do AD-a, ali ne uzrokuju
stvaranje amiloidnih plakova.

Nadalje, agregacijom A mogu nastati slobodni radikali, poznati kao reaktivne kisikove
vrste (ROS) (eng. reactive oxygen species) koji vrlo brzo reagiraju s proteinima ili lipidima te
naposljetku nastaju toksi¢ni oksidirani proteini i peroksidirani lipidi. Oksidirani proteini su
Stetni za cjelovitost membrane te viSe nisu pod utjecajem enzima vaznih za funkciju ziv€anih
stanica kao Sto su glutamin sintetaza te kreatin kinaza. Posljedi¢no, gubitkom ziv€anih stanica
dolazi do inhibicije enzima ATP-aze, gubitka Ca** homeostaze te poremecaja signalnih puteva.
Oksidativni stres koji je uzrokovan agregacijom AP mozZe izazvati 1 oksidaciju

deoksiribonukleinske kiseline (DNA).!
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Slika 4. Strukture AP monomera, vlakana i oligomera. 4.a) primarni aminokiselinski slijed
peptida AP42, 4.b) struktura a-zavojnice AP, 4.c) struktura A peptida u kojoj domene koje
sadrze C-kraj i Cine dvije treéine peptida tvore konformaciju a-zavojnice, a drugi kraj peptida
je nestrukturiran. Na 4.d) prikazu AP peptid tvori spiralnu strukturu koja je kolabirala, 4.e)
prikazpredstavlja put za pretvorbu A monomera u oligomere ili zrela vlakna. Slika je preuzeta

1 obradena iz ref. 1.
2.3.  Tau proteini

Tau proteini su intrizicno neuredene molekule, odnosno molekule bez stalne i uredene
trodimenzionalne strukture, ¢iji je prikaz vidljiv na Slici 5. Obi¢no se vezu za mikrotubule te
pripadaju obitelji mikrotubula povezanih s proteinima (MAP). Skloni su posttranslacijskim
modifikacijama kao S§to su fosforilacija, acetilacija ili njegovo skrac¢ivanje Sto dovodi do
promjene u strukturi. Navedene modifikacije dovode do gubitka fizioloske uloge tau proteina i
vezanja za mikrotubule, te posljedi¢no dolazi do patoloskih stanja opisanih AD-om.

Postoji 1 do 85 mogu¢ih mjesta fosforilacije u najduzoj izoformi tau proteina.
Fosforilacija ovih mjesta znaCajna je za regulaciju polimerizacije mikrotubula, kontrolu

aksonalnog transporta i1 neurotransmiterskih receptora. Stupanj tau fosforilacije ovisi o

aktivnosti odredenih enzima kao $to su kinaza koja regulira afinitet mikrotubula (MARK),
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ciklin ovisna kinaza 5 (CdkS5), kinaza glikogen sintaze i protein kinaza. Ove kinaze reguliraju
fosforilaciju tau proteina u reakciji esterifikacije aminokiselina prisutnih u molekuli tau (serina,
treonina ili tirozina). Nakon fosforilacije, proteini gube sposobnost vezanja za mikrotubule 1
formiraju ¢vorove neurovlakana. Cvorovi neurovlakana, nastali agregacijom fosfriliranog tau
proteina, razgraduju mrezu mikrotubula Ziv¢anih stanica $to dovodi do inhibicije bilo koje
biokemijske komunikacije u ili iz stanice i razaranja citoskeleta. >*

Tau proteini se sastoje od dvije domene; N-terminalne i C-terminalne domene koje se
mogu razlikovati u primarnoj strukturi tau proteina. N-terminalna domena pokazuje vecu
varijabilnost medu tau proteinima razlicitih vrsta. Te dvije glavne domene podijeljene su na
osnovi interakcija njihovih mikrotubula: C-terminalna domena je opisana kao domena za
sklapanje, dok je N-terminalna domena opisana kao projekcijska domena. Tau molekula
favorizira oblik nalik spajalici, a posttranslacijske modifikacije inhibiraju stvaranje takve

strukture §to rezultira poveéanom sklono$éu agregacije proteina.*

&
V

7,
&
Y
/

Slika 5. Struktura tau proteina. Struktura je pohranjena i slika je preuzeta iz PDB baze podataka

(https://www.rcsb.org/), (PDB ID: 7NRQ). (ref. 13)
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2.4. a-sinuklein

2.4.1. Uloga o-sinukleina

Sinukleini su proteini kojih ima u izobilju u mozgu, a njihove fizioloske funkcije su slabo
poznate. Obitelj sinukleina posjeduje tri Clana: a-sinuklein, B-sinuklein i1 y-sinuklein koji se
sastoje od 127 do 140 aminokiselina te pokazuju sliénost u primarnoj strukturi od 55% do 62%.
Takoder, njihove domene imaju sli¢nu strukturu i funckiju. a- i B-sinuklein koncentrirani su u
zivéanim zavrSetcima u neposrednoj blizini sinapse, dok je y-sinuklein prisutan u svim
zivéanim stanicama.’

a-sinuklein (Slika 6.) je mali, intrizicno neureden protein za ¢iju se agregaciju smatra
da je kljuCan korak u uzrokovanju Parkinsonove bolesti. Takoder, glavna je komponentna
Lewyjevih tjelesaca. Ime je dobio po lokalizaciji u stanici; ,,sin“ dolazi od sinapse, a ,,nuklein*
od jezgre. Iako je a-sinuklein vrlo topiv citoplazmatski protein, veze se na stani¢ne membrane
razli¢itih svojstava i sastava preko svojih amino- krajeva. Te se interakcije smatraju pogubnima
za neke normalne funkcije a-sinukleina, a mogu i imati klju¢nu ulogu u agregaciji proteina i
njihovim mehanizmima toksi¢nosti.*>*
Jedan korak u otkrivanju funkcije ovog proteina je promatranje liganda za interakciju s a-
sinukleinom koji mogu ukazati na signalne puteve ili regulatorne uloge. Osim toga, proteini
koji sudjeluju u interakcijama mogu i sami biti kandidati za ulogu u razvoju PD, budu¢i da
mutacije koje wutjeu na njihovu interakciju s o-sinukleinom takoder uzrokuju
neurodegeneraciju. a-sinuklein se veze za kinazu reguliranu izvanstani¢nim signalom (ERK)
(eng. extracellular signal-regulated kinase), defosforilirani-BAD te na protein kinazu C (PKC)
opadajuc¢im afinitetom, kao i na Saperone 14-3-3. Ekspresija divljeg tipa (WT) (eng. wild-type)
ili AS3T a-sinukleina u stanicama bubrega ljudskog embrija vodi inhibiciji aktivnosti PKC. S
obzirom da su ERK, BAD i PKC esencijalni za vijabilnost stanice, a-sinuklein moze imati
ulogu u istim signalnim putevima kao i navedeni proteini.

Osim spomenutih interakcija, tau protein se takoder veze za a-sinuklein. Tau vezna
domena za mikrotubule integrira s C-krajevima spomenutth WT i AS53T a-sinukleina.
Posljedi¢no, samo tau protein koji nije vezan za mikrotubule moze stupiti u interakciju s o-

sinukleinom. Dodatno, a-sinuklein stimulira PKA koja fosforilra aminokiselinske ostatke
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Ser262 i Ser356 tau proteina. Fosforilacija Ser262 inhibira vezanje tau proteina na mikrotubule,

Sto upucuje da bi a-sinuklein mogao imati ulogu i u regulaciji funkcije tau proteina.
o-sinuklein potencijalno sudjeluje u aktivnosti sinapsi. Cinjenica da se radi o

presinaptickom proteinu koji interagira sa sinaptickim vezikulama 1 fosfolipidnim

membranama upuéuje na njegovu ukljucenost u sinapti¢ku plasti¢nost.'*

2.4.2. Struktura o-sinukleina

a-sinuklein je protein kodiran genom SNCA. SNCA sadrzi 7 egzona od kojih 5 kodira za a-
sinuklein. Kao §to je ranije spomenuto, to je mali protein koji se nalazi u neuronima.
Njegova primarna struktura se moze podijeliti u tri glavne domene:
1) Domena koja sadrzi N-kraj, posjeduje ponavljajuéu sekvencu KTKEGV i ima sklonost
prema stvaranju a-zavojnice.
2) SrediSnja domena poznata kao komponenta bez A (NAC), (eng. non-amyloid-beta
component), koja je vrlo hidrofobna 1 ukljuena u agregaciju a-sinukleina.
3) Domena koja sadrzi C-kraj obogadena negativno nabijenim aminokiselinama te

prolinskim ostacima $to omogucuje fleksibilnost polipeptida.

a-sinuklein se smatra intrizicno neuredenim proteinom bez jedinstvne i definirane
konformacije, ali se na N-terminalnoj domeni nalazi struktura a-zavojnice. Upravo je ta domena
zasluzna za vezanje a-sinukleina za membranu. NAC domena klju¢na je u procesu stvaranja
vlakana, $to je potvrdeno Cinjenicom da a-sinuklein bez NAC domene 1 B-sinuklein kojemu
nedostaje 11 aminokiselina iz navedene domene imaju smanjenu mogucnost stvaranja vlakana.
C- terminalna domena je manje ocuvana od N- domene te sadrzi vecinu kiselih ostataka
aminokiselina.*!>
a-sinuklein se s razlogom naziva ,,protein-kameleon* jer poprima razne konformacije
koje se krec¢u od razlic¢itih elemenata sekundarne strukture pa sve do Sirokog spektra struktura
velike molekulske mase. Osjetljiv je na mnoge posttranslacijske modifikacije koje utjecu na
njegove fizioloske ili patoloske funkcije. Jedna od tih modifikacija je fosforilacija koja je
najvise proucavana zbog svoje bliske veze s Parkinsonovom bole$¢u. Fosforilirani a-sinuklein
na Ser-129 se nalazi u naslagama raznih sinukleinopatija, utjeCe na agregaciju te povecava

oksidativni stres. Fosforilacija na Ser87 moZze ihibirati agregaciju a-sinukleina. U ostale
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znaCajne posttranslacijske modifikacije se ubraja nitriranje tirozina S§to pojacava

oligomerizaciju i ubikvitinaciju a-sinukleina.*

aNAC domena

N-kraj

‘\C

-kraj

Slika 6. Struktura peptida a-sinukleina s odgovaraju¢im domenama. Struktura je pohranjena i

slika je preuzeta iz PDB baze podataka (https://www.rcsb.org/), (PDB ID: 1XQ8). (ref. 16)

2.4.3. Agregacija a-sinukleina

Intrizi¢no neuredeni proteini kao Sto je a-sinuklein obi¢no posjeduju aminokiselinske sljedove
koji sprjecavaju agregaciju. Takvi sljedovi Cesto su obogaceni nabijenim aminokiselinskim
ostacima i prolinima, a liSeni su hidrofobnih regija. U slucaju a-sinukleina, tzv. NAC domena
je najsklonija agregaciji. oa-sinuklein pokazuje znaCajan stupanj kompaktnosti zbog
elektrostatskih i1 hidrofobnih interakcija dugog dometa. Interakcije se javljaju izmedu C-kraja i
NAC domene te izmedu N- i C-kraja te sprjecavaju agregaciju. Medutim, mutacije, promjene
uvjeta okoline i/ili posttranslacijske modifikacije mogu poremetiti nativnu konformaciju a-
sinukleina, Sto dovodi do pogresnog smatanja i agregacije.

Agregacija a-sinukleina sli¢na je onima drugih amiloidogenih neuredenih proteina, a sam

proces se moze podijeliti u tri faze:
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1) Faza zaostajanja u kojoj se monomeri nakupljaju i formiraju agregacijske jezgre.
2) Faza elongacije kada koli¢ina vlakana raste eksponencijalno.
3) Stacionarna faza u kojoj dolazi do iscrpljenja koli¢ine monomera te do smanjenja brzine

rasta oligomera.

Fazu zaostajanja prate velike strukturne promjene te ta faza predstavlja korak koji
ogranicava brzinu cijelog procesa. Nastali oligomeri pretvaraju se u protovlakna, a potonji se
udruzuju u zrela amiloidna vlakna. Amiloidna vlakna rastu brzo tijekom elongacijske faze
dodavanjem monomera na krajevima vlakana. Ova faza je termodinamicki povoljna zbog
zbijanja i kompaktnosti proteina te smanjenja njegove ukupne povrsine. Izostankom monomera
u stacionarnoj fazi, polipeptidi se sastavljaju u vlakna. U sve tri faze postoji dinamicka

ravnoteza gdje razli¢ite konformacije i agregacijska stanja koegzistiraju istovremeno.*

2.4.4. Sinukleinopatije

Sinukleinopatije se odnose na skupinu poremecaja karakteriziranih pogresno smotanim o-
sinukleinom koji se nakuplja u perifernom i srediSnjem ziv€anom sustavu. Naslage a-sinukleina
nastaju u perifernim zZivcima, ukljucuju¢i one u kozi i crijevnoj sluznici, napredujuéi prema
mozdanim stanicama, ovisno o vrsti poremecaja koji nastaje. Razlike u stanicnom poloZzaju i
obrascu agregiranja o-sinukleina dovode do razliCitih vrsta sinukleinopatija kao §to su PD,
demencija Lewyjevih tjeleSaca (DLB), multipla sistemska atrofija (MSA) i ¢isto autonomno
zatajenje (PAF). Jos jedno obiljezje sinukleinopatija je uzrokovanje poremecaja sna kojeg prate
brzi pokreti o¢iju (REM), a sam REM moze prethoditi autonomnim ili motornim disfunkcijama
te dovesti do razvitka MSA, PD ili DLB. %7

Opazeno je kako osobe oboljele od PAF-a imaju izrazene drugacije simptome nego
osobe kojima su dijagnosticirane druge sinukleinopatije. Veéina osoba s PAF-om pokazuje
polagan i progresivan gubitak autonomne funkcije kroz mnogo godina. Dakle, zajednicko s
drugim sinukleinopatijama su im suptilni znakovi neuroloske ili motorne disfunkcije. S druge
strane, kod istih osoba javljaju se i simptomi hiperfleksije, bradikinezije, drhtavice i nenormalan
hod koji ne zadovoljavaju dijagnosti¢ke kriterije za MSA, PD ili DLB. Takoder, PAF se moze
u konaénici razviti u MSA, PD ili DLB. °

Iako se razlikuju prema simptomima i ozbiljnosti poremecaja koje uzrokuju, sve

sinukleinopatije dovode do disfunkcije autonomnog Ziv¢anog sustava koje smanjuju kvalitetu
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zivota. Cesti simptomi koji se javljaju ukljuéuju zatvor, urinarnu i spolnu disfunkciju te

probleme s krvozilnim sustavom.!’

2.4.5. Lewyjeva tjelesca

Lewyjeva tjeleSca (LB) odnose se na ziv€ane inkluzije proteinskog sastava Cija je glavna
komponenta a-sinuklein te se nalaze u crnoj supstanci.’ Prisutnost o-sinukleina korelira s
akumulacijom netopivog a-sinukleina. Identifikacija mutacije AS3T u genu za a-sinuklein
predstavlja prvi poznati uzrok bolesti uzrokovanim Lewyjevim tjeleScima. Iako je a-sinuklein
glavna sastavnica LB, oni sadrze ukupno vise od 90 molekula.>!"

Osim toga, predstavljaju dijagnosticki marker jer je gubitak stanica utvrden na vecini
lokacija u kojima se javljaju. Njihova prisutnost kod osoba bez simptoma PD upucuju na
predsimptomatsku fazu bolesti. Raspodjela LB kod osoba oboljelih od PD je visoko specificna,
ukljuceni su samo odredeni neuroni srednje do vece veliCine. Takoder, njima je zahvacen cijeli
autonomni ziv€ani sustav. Selekcija specificnih stanica i odsutnost transsinapticke ili
retrogradne degeneracije jedni su od glavnih karakteristika procesa oboljenja.

U crnoj supstanci, gdje su locirana LB, pronadena su 1 blijeda tijela (eng. pale bodies).
U ranoj fazi PD, veca je koli¢ina blijedih tijela nego LB te se smatra da su ona usko povezana
s nastankom LB ili mogu posluziti kao materijal da se LB nastavljaju Siriti. Sam proces nastanka
LB moze se podijeliti u nekoliko faza kao §to je vidljivo na Slici 7. Na prikazu 7.A proces
nastanka Lewyjevih tjeleSaca jo§ nije poceo. Prva faza opazena je kao blijedo obojenje
citoplazme je vidljivo u ziv€anim stanicama (Slika 7.B). Ta faza je prvi vidljivi dokaz
nakupljanja jako velike koli¢ine a-sinukleina. U drugoj fazi je vidljivo nepravilno oblikovano
obojenje umjerenog intenziteta u zivéanim stanicama (Slika 7.C). Treca faza odgovara prikazu
blijedog tijela koja povremeno pokazuju perifernu kondenzaciju (Slika 7.D). Jedan ili viSe
malih LB su smjesSteni u na perifernim dijelovima blijedih tijela. Mala LB koja se na pocetku
nalaze u sklopu blijedih tijela se kasnije razvijaju u tipicna LB, a ostaci blijedih tijela nestanu.
Na prikazu 7.E se nalazi pojatano agregiranje a-sinukleina i odvajanje blijedog tijela. Cetvrta

faza predstavlja prstenasto obojenje tipicnog LB s jezgrom u sredini koju okruzuje vijenac



§ 2. Prikaz odabrane teme

17

(Slika 7.F). Treba napomenuti da je a-sinuklein ukljucen i u ranoj fazi nastajanja LB. Razvojni
proces LB podijeljen je ukupno u 6 faza, a pocetak njegovog formiranja vezan je uz promjenu

agregiranja a-sinukleina.’

Slika 7. Razlicite faze sazrijevanja Lewyjevih tjeleSaca u crnoj supstanci. Slika je preuzeta iz

ref. 18.

Lewyjeva tjeleSca uzrocnici su klinickih poremecaja medu kojima razlikujemo
Parkinsonovu bolest (PD) i Demenciju s Lewyjevim tjeleScima (DLB). DLB postoji kao
samostalna bolest ili se moze preklapati s neuropatoloskim znacajkama AD-a. Za razliku od
PD, DLB karakteriziran je velikim brojem Lewyjevih tjeleSaca u mozgu. Kao i PD, DLB je
povezan s nakupinama Lewyjevih tjeleSaca u crnoj supstanci.!” Osim navedenih poremeéaja,
LB se javljaju i u mnogim drugim kao §to su AD, Downov sindrom, Hallervorden-Spatzova
bolest, progresivno autonomno zatajenje, poremecaj sna koji prate brzi pokreti ociju (REM),
Parkinsonizam, Gaucherova bolest i Pickova bolest.'”

Jedan od najvecih problema gotovo svih neurodegenerativnih poremecaja se nalazi u
nedostupnosti odgovarajuéeg lijeka ili terapije. Daljnja istrazivanja ¢iji ¢e fokus biti stavljen na
funkciju i tocne mehanizme djelovanja proteina koji uzrokuju opisana stanja mogu dovesti do
vrlo vaznih otkri¢a u lijeCenju ovih bolesti. U ovom radu su navedene samo neke poznate
funkcije proteina amiloid-f i a-sinukleina koje mogu olaksSati proces razumijevanja razvitka

Alzheimerove i1 Parkinsonove bolesti.
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