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1. Uvod

Alzheimerova bolest je progresivna neurodegenerativna bolest koju karakteriziraju
poremecaji kognitivnih sposobnosti, gubitak kratkoro¢nog i dugoro¢nog paméenja, promjene u
ponasanju, gubitak komunikacijskih vjeStina, poremecaji u motorickim i senzorickim
funkcijama, a naposlijetku i smrt.! Smatra se da njezino nastupanje potpomazu genetski
¢imbenici, arteroskleroza, hipertenzija, depresija, starija zivotna dob i brojni drugi faktori.
Najcesce se javlja u osoba starijih od 65 godina pri ¢emu iznimku ¢ine pacijenti s genetskim
predispozicijama za ovu bolest koji oboljevaju ranije.?* Ova bolest je najée$éi uzrok demencije
u 21. stoljecu, a smatra se da je 2017. godine od nje i1 drugih oblika demencija bolovalo oko 44
milijuna ljudi Sto predstavlja zabrinjavajuce velik broj koji ¢e, sudeci po trendu, u sljedec¢im
godinama rasti.’ Zbog svega navedenog u zadnjih nekoliko desetljeéa paznja biomedicinske
znanosti usmjerena je na ovu temu, napisan je velik broj radova koji su u velikoj mjeri uspjeli
razluciti biokemijske, geneticke i fizioloSke mehanizme nastanka ove bolesti, ali i1 predloziti

velik broj strategija lijeCenja koji se 1 danas podvrgavaju klinickim testiranjima.

Alzheimerovu bolest karakterizira akumuliranje beta-amiloida (AP) koji nastaje
procesiranjem proteina prekursora amiloida (engl. amyloid precursor protein, APP) §to u
konaénici uzrokuje apoptozu i poremecaje u sinaptickim vezama neurona.® Smatra se da
akumulacija agregata AB-peptida u neuronima dovodi do brojnih nepravilnosti poput ionske
neravnoteze 1 poremecaja u metabolizmu raznih iona, oksidativnog stresa, poremecaja u
acetilkolinskim i glutamatskim receptorima te stvaranja heteroagregata s raznim proteinima $to
ometa pravilnu funkciju tih proteina.”” Kao posljedica ovih dogadaja nastaje i prepoznatljiv
znak Alzheimerove, ali 1 brojnih drugih bolesti, neuralni plakovi, koji predstavljaju mjesta
ekstracelularne akumulacije filamenata AB-peptida. Neuralne plakove takoder karakteriziraju
neuroni s oSte¢enim aksonima, dendritima 1 brojnim drugim citoplazmatskim nepravilnostima,
ali i pobudene mikroglija stanice koje uzrokuju upalu.'® Drugi prepoznatljivi znak ove bolesti
je nastajanje unutarstani¢nih neurofilamentnih zapleta hiperfosforiliranog proteina tau koji se u
normalnim stani¢nim uvjetima veZe za mikrotubule i regulira njihovu aktivnost.!' U zadnjih
nekoliko godina predlozene su razli¢ite metode lijeCenja koje se temelje na smanjenju
produkcije AB-peptida, ali takav pristup se zasad nije pokazao uspjesnim.'*!'* Ipak. postignut
je odredeni uspjeh u ublaZavanju posljedica nastalih akumulacijom Ap-peptida, ponajprije u
smanjenju oksidativnog stresa i upalnog procesa te u ponovnom uspostavljanju acetilkolinskih

i glutamatskih sinapti¢kih veza.'>!®



Jedna od mogucih metoda lije¢enja ove bolesti je i1 upotreba Saperona, funkcionalno
povezane skupine proteina koji potpomazu smatanje, razmatanje i prijenos proteina preko
membrane zbog ¢ega predstavljaju bitnu komponentu u metabolizmu proteina. U pacijenata
koji boluju od Alzheimerove bolesti primije¢ena je povecana ekspresija odredenih obitelji
Saperona te je utvrdena njihova uloga u procesiranju proteina APP i sprje¢avanju agregacije
AP-peptida, kao i u ¢i¥éenju te u formiranju nastalih agregata.!”!® U zadnjih nekoliko godina
stavljen je naglasak na Saperone kao medijatore nastajanja i ocCuvanja agregata koji
karakteriziraju brojne neurodegenerativne bolesti, ali i na moguénost njihove primjene u
smanjenju koncentracije amiloidnih agregata ve¢ spomenutim mehanizmima. Ovakav pristup
djelovanja na Saperone mogao bi dovesti do djelotvornih terapeutika koji bi omogucili
sprjecavanje 1 lijeCenje Alzheimerove bolesti. Budu¢i da je napisan velik broj znanstvenih
radova koji se bave ovom problematikom, korisno je objediniti i prodiskutirati njihove rezultate
Sto je 1 glavni cilj ovog rada. Prije toga, bit ¢e objasnjeni biokemijski i fizioloski mehanizmi

nastanka 1 progresije ove bolesti.
2. AB-peptid i APP

AB-peptidi su vazan sastojak neuralnih plakova koji se smatraju jednim od glavnih
znakova Alzheimerove bolesti. Nastaju proteolizom proteina APP djelovanjem nekoliko
enzima u sekretornom putu. Uloge proteina APP i njegovih derivata, uklju¢uju¢i 1 AB-peptide,
jos$ uvijek nisu u potpunosti razjasnjene, no smatra se da djeluju kao tvari bitne za zastitu 1
prehranu stanica, kao inhibitori serinskih proteaza poput faktora Xla, vaznog faktora u
zgrusavanju krvi, ali i kao vazni ¢imbenici u medustani¢nim interakcijama i stanicnoj adheziji.
Takoder, in vivo studije na laboratorijskim miSevima (Mus musculus) s deletiranim genom za
APP pokazale su njegovu vaznost za pravilne motoricke i lokomotorne funkcije. S druge strane,
prema hipotezi amiloidne kaskade, vodecoj hipotezi koja opisuje patofiziologiju Alzheimerove
bolesti, gomilanje AB-peptida osnovni je preduvjet za nastanak i progresiju ove bolesti $to
uzrokuje molekularnu kaskadu koja dovodi do pojave simptoma.'** Zbog toga su u daljnjem
tekstu objaSnjeni mehanizmi nastanka razli¢itih derivata proteina APP ukljucuéi oblike Ap-
peptida, svojstva i mehanizme njegova agregiranja u razlicite vrste agregata i njihovo toksicno

djelovanje na stanice.



2.1. APP —svojstva i procesiranje

APP je naziv za heterogenu grupu proteina molekulskih masa izmedu 110 i 140 kDa
koji su prisutni u mnogim tjelesnim stanicama, posebice u neuronima. Spomenuta heterogenost
proizlazi iz alternativnog prekrajanja (Slika 1.) i iz velikog broja posttranslacijskih modifikacija
poput N- i O-glikozilacije, fosforilacije i sulfatacije. Izoforme koje se sastoje od 751 i 770
aminokiselina eksprimirane su u razli¢itim tjelesnim stanicama ukljucujuci i neurone dok je
izoforma koja sadrzi 695 aminokiselina eksprimirana gotovo iskljucivo u neuronima. APP je
visoko o€uvan protein koji je pronaden u svim sisavcima, a djelomican homolog pronaden je 1

kod vinske musice.?!??
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Slika 1. Gen, mRNA i izoforme proteina APP. Gen za protein APP sastoji se od 19 egzona: egzoni 7 (KPI —
altivnost inhibicije serinskih proteaza) i 8 (Or-2) se alternativno prekrajaju ¢ime nastaju APP695, APP751 i
APP770 izoforme pri cemu APP695 ne sadrzi egzone 7 1 8, APP751 ne sadrzi egzon 8 dok APP770 sadrzi oba

spoemnuta egzona. Preuzeto iz Hall i sur. 2012.%3

APP je glikoprotein graden od veceg izvanstanicnog N-terminalnog kraja, manjeg
unutarstani¢nog C-terminalnog kraja 1 jedne transmembranske domene. Ovaj se protein tijekom
svoje sinteze transportira u endoplazmatski retikulum (ER) nakon ¢ega se translocira u Golgijev
kompleks preko kojeg obi¢no dospijeva do povrSine membrane sekretornim vezikulama.
Sazrijevanje proteina APP odvija se u ER-u 1 Golgijevu kompleksu pri ¢emu dolazi do brojnih
posttranslacijskih modifikacija poput N-glikozilacije odredenih aspartatskih ostataka i O-
glikozilacije te sulfatacije odredenih tirozinskih ostataka. Takoder, dolazi i do njegove
proteolize koju vrsi nekoliko aspartatskih proteaza: a-, B- 1 y-sekretaze (Slika 2). Na protein
APP prvo mogu djelovati a- ili B-sekretaza pri ¢emu se a-sekretaza nalazi na povrsini stanice
dok je B-sekretaza prisutna u Golgijevom kompleksu, endosomima i na povrSini stanice.

Utvrdeno je da a-sekretaza cijepa poslije 12. aminokiseline s amino kraja od transmembranske



domene proteina APP S§to rezultira otpusStanjem velikog topljivog ektodomenskog fragmenta
(a-APPs) u izvanstanicni prostor i nastajanje transmembranskog COOH terminalnog fragmenta
(CTF) koji sadrzi 88 aminokiselina (88C). S druge strane, B-sekretaza cijepa poslije 16.
aminokiseline prije mjesta cijepanja a-sekretaze pri emu nastaje manji ektodomenski fragment
(B-APPs), koji se otpusta u izvanstani¢ni prostor, i veci transmembranski CTF, 99C. Utvrdeno
je da se y-sekretaza nalazi u ER-u, Golgijevom kompleksu i1 ekskretornim vezikulama pri cemu
cijepa razliite proteine vazne za zivot stanice. Njezino cijepanje C99 fragmenta nastalog
djelovanjem [-sekretaze zadnji je korak u nastajanju AB-peptida pri emu mjesto cijepanja
znacajno utjece na produkt: moguce je nastajanje AB-peptida s razlicitim brojem aminokiselina.
Aktivnost B-sekretaze odreduje brzinu pretvorbe proteina APP u AB-peptid buduéi da ova

reakcija ima najvecu energiju aktivacije u opisanom reakcijskom nizu.?!*
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Slika 2. Mjesta cijepanja a-, B- i y-sekretaza te prikaz fucnkionalnih domena proteina APP. SP = signalni peptid,
CYS = domena bogata cisteinima, A = kisela regija, S/T = domena bogata serinima i treoninima, A = amiloidna

regija. Preuzeto i prilagodeno iz Nunan i sur. 2000.%°

Dugo vremena sa sigurno$¢u nije identificirana y-sekretaza, a glavni kandidati za
njezinu funkciju bili su presenilin-1 i presenilin-2 (PS1 i PS2), proteini s 8 transmembranskih
domena C¢ije mutacije pogoduju nastanku Alzheimerove bolesti. Provedeni su brojni
eksperimenti kojim se pokusala potvrditi funkcija presenilina kao y-sekretaza, poput selektivne
mutageneze aspartata u aktivnom mjestu ovih aspartatskih proteaza koja je inhibirala njihovu
aktivnost ili utvrdivanja lokalizacije presenilina koja ide u prilog y-sekretaznoj aktivnosti.
Danas se zna da y-sekretaznu aktivnost u covjeka ima enzimski kompleks s ¢etiri domene (Slika
3.) od kojih je jedna PS1 ili PS2 pri ¢emu takav kompleks ima razli¢ite uloge od kojih je mozda
najzanimljivije sudjelovanje u visoko konzerviranom signalnom putu Notch. Mutacije u ovom
proteinskom kompleksu su u covjeka relativno rijetke, a najceS¢e uzrokuju pojavu

Alzheimerove bolesti izmedu 40. i 50. godine Zivota.?¢-8



Slika 3. Trodimenzionalna struktura kompleksa y-sekretaze s oznadenim domenama: crveno = nikastrin,
narancasto = presenilin, plavo = PE2 (engl. presenilin enhancer 2), zeleno = AP1 (engl. anterior pharynx defective
1). Smatra se da nikastrin, PE2 i AP1 moduliraju aktivnost enzima u ovisnosti o fizioloskim uvjetima. Preuzeto s

https://en.wikipedia.org/wiki/Gamma_secretase#/media/File:5a63.png?’

Kao §to je ve¢ spomenuto, djelovanjem y-sekretaze nastaju razliiti oblici AB-peptida
od kojih svaki ima drugaciju ulogu u nastanku Alzheimerove bolesti zbog Cega je te oblike

vazno detaljnije opisati.
2.2. Nastanak, svojstva i agregacija Ap-peptida

AB-peptid je polipeptid ¢ija je masa priblizno 4 kDa, a u stanici ispunjava ve¢ opisane,
ali vjerojatno i mnoge druge bioloske uloge. Pristuan je u izvanstani¢noj tekucini i u mnogim
stanicama u tijelu, posebice u neuronima, a utvrdeno je da ima sposobnost prelaska krvno-
mozdane barijere. Njegove izoforme mogu se sastojati od 37 do 49 aminokiselina pri cemu su
najcesci oblici s 40, odnosno 42 aminokiseline: ABso (80-90%) 1 AP42 (5-10%). Varijanta s 42
aminokiseline je hidrofobnija od varijante s 40 aminokiselina zbog toga Sto sadrzi izoleucinski

ostatak i alanin na C-terminalnom kraju (Slika 4.).%°

AB40: DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV
AP42: DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

Slika 4. Primarna struktura izoformi AP 1 AP42 s podebljanim razlikovnim aminokiselinama. Primjecuje se
amfipatsko obiljezje ovog peptida: N-terminalni kraj je pretezno hidrofilan dok je C-terminalni kraj pretezno

hidrofoban?’

Trodimenzionalna struktura izoforme Afs dobivena nuklearnom magnetskom
rezonancom (NMR) u vodenoj otopini otkriva konformaciju a-heliksa izmedu 15. i 36.

aminokiselinskog ostatka s C-terminalnog kraja ¢ija su dva segmenta odvojena zglobnom



regijom koja ima konformaciju B-okreta, dok je peptid izmedu 1. i 14. ostatka, koji su ve¢inom
polarni, nestrukturiran. Istrazivanja ukazuju da je glavni ¢imbenik prijelaza iz strukture o-
heliksa u strukturu B-ploce spomenuta zglobna regija. NMR analiza dijela AB-peptida izmedu
10. 1 35. aminokiselinskog ostatka u vodi pokazuje kompaktni skup zavoja i lanaca koji nemaju
sekundarnu strukturu a-heliksa ni B-ploc¢e. Ovakav peptid stabiliziran je elektrostatskim i Van
der Waalsovim interakcijama, a otprilike 25% njegove povrsine je hidrofobno i metastabilno
Sto bi moglo dovesti do promjene konformacije i nastanka B-ploce (Slika 5.). Takoder,
komparativne NMR analize izoformi A4 1 AP42 ukazuju na znacajne razlike u strukturi ova
dva peptida: u varijanti s 42 aminokiseline utvrdena je pristunost ukosnice izmedu 38. 1 41.
aminokiseline koja smanjuje fleksibilnost C-terminalnog kraja pri ¢emu je primje¢eno brze
uspostavljanje strukture B-plo¢e kod izoforme APs. Sukladno tome, primjecena je veca
mogucénost formiranja agregata, odnosno vecu toksicnost izoforme APs Sto se slaze s
¢injenicom da vec¢i omjer koncentracija izoformi A P42 1 AP4o uzrokuje brze napredovanje 1 vecu

agresivnost bolesti te da je koncentracija izoforme AB42 puno veca u amiloidnim plakovima

31,32

iako je vrsta AB40 dominantna forma ovog proteina u mozgu.

Slika 5. NMR-om dobivene strukture A4 (lijevo) i AP (10-35) (desno). U izoformi AP4o vidi se struktura dvaju
a-heliksa odvojenih zglobnom regijom koju grade B-zaokret dok se u peptidu AP (10-35) vidi kompaktna serija

okreta i lanaca bez sekundarnih struktura a-zavojnice i p-ploce. Preuzeto iz Chen i sur. 2017.3

Vezanje AP-peptida u agregate prvi je korak u kaskadi dogadaja koji dovode do
Alzheimerove bolesti. Nastajanje agregata zapocinje stvaranjem dimera i trimera AB-peptida
preko topljivih oligomera i protofibrila do filamenata. Dimeri AB-peptida izolirani su iz
moZzdanog tkiva pacijenata te su testirani in vivo 1 in vitro pri ¢emu je u njihovoj strukturi

utvrdeno postojanje hidrofobne jezgre. Topljivi oligomeri se, s druge strane, smatraju

.....



hranjivom mediju in vitro uzgajanih stanica s povecano eksprimiranim proteinom APP i u
mozgu pacijenata koji boluju od Alzheimerove bolesti. Strukturna karakterizacija oligomera
pokazala se kao tezak zadatak zbog njihove nestabilnosti i Ceste promjene struktura. Medutim,
upotrebom razlicitih stabilizatora, poput detergenata, pokazano je da se sastoje od velikog broja
paralelnih i antiparalelnih B-ploca stabiliziranih intermolekularnim vodikovim vezama, a
odredene studije govore da B-plo¢e u oligomerima formiraju B-okret-p (engl. p-turn-f) motiv.
Pretpostavlja se da su oligomeri intermedijarni oblik izmedu monomera i amiloidnih filamenata
1 da se nalaze u ravnotezi s protofibrilima, toksi¢nim prekurosorima amiloidnih filamenata.
Filamenti se takoder sastoje od paralelnih 1 antiparalelnih B-plo¢a, a predstavljaju
termodinamski stabilan, strukturalno organiziran i1 netopljiv niz ponavljaju¢ih B-amiloidnih
podjedinica koje su okomite na os filamenta (Slika 6.). Utvrdeno je da filamenti in vitro mogu
tvoriti razliCite strukture te ¢e biti zanimljivo vidjeti postoji li diskriminacija struktura in vivo.
Ovakvi filamenti karakteristini su za amiloidne plakove, medutim, smatra se da koli¢ina
plakova nije proporcionalna neurotoksi¢nosti, ve¢ da ti plakovi nastaju kao rezultat izlu¢ivanja
AB-peptida iz stanica. In vitro eksperimentima utvrdeno je nastajanje triju vrsta agregata: 1)
agregati koji se sastoje samo od izoforme APs», 1) agregati koji se sastoje od izoformi AP4 1
APao te 1i1) agregati koji se sastoje iskljucivo od izoforme AP4o pri Cemu prva spomenuta vrsta
agregira najbrze. Takoder, dokazano je da se izoforme AP puno lakse ugraduju u agregate
izoformi A4o nego obrnuto. Isto tako, transgenicni miSevi s viSestruko eksprimiranom
izoformom A4 nisu razvili neuralne plakove S$to zajedno s prethodno navedenim
eksperimentima naglaSava vaznost izoforme AP4> u prvim koracima nastajanja Alzheimerove
bolesti pri cemu vjerojatno agregacija peptida APs2 prethodi agregaciji peptida Ao, ali 1 utjece

na njihovu patogenost.>>*3

Slika 6. Struktura filamenta AfB-peptida. Prikazan je niz ponavljaju¢ih AB-podjedinica koje su okomite na os
filamenta (lijevo) te dvije AB-podjedinice povezane karakteristicnim zavojem aminokiselinskog slijeda SNKGA.

Preuzeto i prilagodeno iz Finder i sur. 2007.3*

Mehanizmi nastanka agregata izoformi AB42 1 APao su sli¢ni, iako postoje zanimljive

razlike. Smatra se da se mehanizam nastanka agregata peptida AP4> (Slika 7.) zasniva na



formiranju mjesta nukleacije, odnosno pentamera ili heksamera peptida A4 koji rastu
polimerizacijom s drugim peptidima A4, stvarajuéi vece oligomere poput dodekamera. Ovaj
korak ograni¢ava brzinu same reakcije pri cemu je dokazano da mjesta nukleacije moraju biti
AB-peptidi buduéi da drugi proteini ne omogucavaju nastavak reakcije. S druge strane,
formiranje oligomera peptida APso ne ukljucuje nastajanje mjesta nukleacije, a u in vitro
eksperimentima formiranja takvih oligomera rana reakcijska smjesa sastojala se od ravnoteznih
koncentracija monomera, dimera, trimera i tetramera ovog proteina. Postoje dva modela
prelaska iz stanja monomera u stanje oligomera: prema prvom modelu monomeri postoje u
ravnotezi izmedu konformacija a-heliksa 1 B-plo¢e pri ¢emu konformacija B-ploce povlaci
ravnotezu prema nastajanju oligomera. Medutim, prema drugom modelu tranzicija u
konformaciju B-ploce dogada se tek na razini oligomera Sto potkrepljuju dokazi o postojanju
oligomera AB-peptida u obliku a-heliksa. Takoder, formacija amiloidnih vlakana vjerojatno je
omogucena hidrofobnim vezama izmedu protofibrila koji formiraju filamente, a postoje 1
dokazi da je to kooperativan proces s konstantom brzinom elongacije. Svi oblici agregata AB-
peptida toksi¢ni su za stanicu, a posebno su Stetni oligomeri koji nastaju kao intermedijer u
agregaciji AB-peptida.** Toksi¢ni utjecaji ovih oblika AB-peptida opisani su u sljede¢em dijelu
teksta.
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Slika 7. Prikaz procesa agregacije AP-peptida u amiloidne fibrile koji se sastoji od niza reakcija definiranih
konstantama ravnoteze K pri ¢emu formiranje mjesta nukleacije ogranicava brzinu reakcije. Preuzeto i prilagodeno

iz Finder i sur. 2007.%*



3. Posljedice akumulacije AB-peptida

lako AB-peptidi imaju razli¢ite uloge u zdravom organizmu, njihovom akumulacijom
dolazi do kaskade dogadaja koji uzrokuju apoptozu neurona i prekid sinaptickih veza §to za
posljedicu ima razvoj Alzheimerove bolesti. Koli¢ina i agregacija AB-peptida u mozdanom
tkivu ponajprije ovise o njegovoj produkciji, omjeru njegovih izoformi i njegovu izlu¢ivanju,
odnosno procis¢avanju. Smatra se da nagomilavanju AB-peptida, a time i pojavi Alzheimerove
bolesti pogoduje nekoliko faktora, ponajprije genetski ¢imbenici, dulji Zivotni vijek 1 razliciti
drugi poremecaji poput arteroskleroze i hipertenzije koje smanjuju sposobnost izlu¢ivanja i
prociS¢avanja agregata AP-peptida. Glavne genetske predispozicije za Alzheimerovu bolest su
mutacije u proteinu APP koje povisuju omjer AP42/APaso, ali 1 samu koli¢inu AB-peptida,
mutacije u regulatornim regijama koje povecavaju koli¢inu proteina APP, a time 1 koli¢inu Ap-
peptida, pogresne mutacije u genima za PS1 ili PS2 koje takoder dovode do pove¢anog omjera
APBa2/APa4o te alel €4 gena za apoliporotein E koji sudjeluje u procis¢avanju agregata AB-peptida.
S druge strane, starija zivotna dob uzrokuje nagomilavanje sve vece koncentracije reaktivnih
kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) koje ostecuju lipide, proteine i DNA, ali i
pojacavaju toksicne efekte agregata AB-peptida. Takoder, starenjem dolazi do sve ceSc¢ih
nasumi¢nih mutacija 1 promjena u kompaktnosti kromatina koje za posljedicu mogu imati
poremecaje u funkcijama presenilina, promjene u strukturi AB-peptida, ali i smanjen kapacitet
Saperona, ubiknivtin-ligaza i ostalih medijatora stani¢ne proteostaze o ¢emu Ce biti rijec kasnije

u tekstu.?3336

Smatra se da su mehanizmi kojima agregati AB-peptida dovode do apoptoze neurona i
prekida sinaptic¢kih veza raznoliki te da zajedno pokrec¢u molekularnu kaskadu koja dovodi do
nastanka i progresije Alzheimerove bolesti (Slika 8.). Veliki znac¢aj ima povecan nastanak vrsta
ROS (superoksidni ion, vodikov peroksid, dusikov (II) oksid...) koji oStecuju lipide, proteine i
molekule DNA. One u neuronima mogu uzrokovati razli¢ite poremecaje kao §to su naruSavanje
integriteta stanicne membrane, prestanak rada enzima vaznih za metabolizam neurona poput
glutamin-sintetaze ili kreatin-kinaze, ali i poremecaje u signalnim putevima i ionskoj ravnotezi,
posebice u homeostazi kalcija. Takoder, oksidativni stres uzrokuje prestanak funkcije brojnih
ATPaza i kolinergickih receptora, ali 1 poremecaje u natrij-ovisnom transportu glutamata Sto
naruSava integritet sinapti¢kih funkcija neurona.’ Isto tako, dolazi do stvaranja toksi¢nih tvari
na povrSini stanicne membrane poput 4-hidroksinonenala koji uzrokuje oksidaciju lipida i
prestanak funkcije transportera glukoze i glutamata.’’** Raznolik utjecaj vrsta ROS na stanicu

uzrok je njihove izuzetne toksi¢nosti zbog cega ne €udi ¢injenica da su one ¢est medijator u
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raznim neurodegenerativnim bolestima. Smatra se da su glavni mehanizmi kojim agregati Ap-
peptida induciraju nastanka vrsta ROS promjene u metabolizmu Zzeljeza i djelovanje na
mitohondrije.*> Naime, AB-peptidi se akumuliraju na mitohondrijskoj vanjskoj membrani ¢ime
blokiraju translokaciju brojnih mitohondrijskih metabolita i proteina uzrokujuci poremecaje u
transportnom lancu elektrona. Takoder, agregati AB-peptida aktiviraju mitohondrijske fuzijske
proteine Fisl (engl. mitochondrial fission 1 protein) i Drpl (engl. dynamin-related protein 1)
¢ime dolazi do fragmentacije mitohondrija, a sudjeluju i u vezanju brojnih apoptotickih faktora
$to uzrokuje apoptozu neurona.*® Jo§ jedan faktor koji moZe uzrokovati apoptozu neurona je
odgovor na nepravilno smotane proteine (engl. unfolded protein reasponse, UPR) koji zbog
nakupljanja velike koli¢ine nepravilno smotanih proteina u ER-u. uzrokuje smanjenu stopu
translacije. Glavni enzim ovog odgovora je kinaza PERK (engl. protein kinase RNA-like
endoplasmic reticulum kinase) koja fosforilacijom deaktivira eukariotski inicijacijski faktor 2a
(EIF2a). Takoder, dolazi do aktivacije ATF6 (engl. activating transcription factor 6) 1 inozitol-
vezuju¢eg enzima (engl. inositol-requiring enzyme 1, IREl) koji pozitivno reguliraju
transkripciju Saperona koji djeluju na nesmotane proteine. Ukoliko ovi procesi ne uspiju
smanjiti kolicinu nesmotanih proteina nastupa apoptoza pri cemu dolazi do izlaska kalcijevih
iona iz ER-a koji aktiviraju sustav kaspaza.*! Osim odgovora UPR karakteristitnog za ER,
postoji 1 mitohondrijski odgovor UPR koji uzrokuje povecana koncentracija nesmotanih ikrivo
smotanih proteina u mitohondriju i nepravilan rad sustava koji vrsi oksidativnu fosforilaciju.
Ovaj odgovor takoder ima za posljedicu smanjenu stopu opce translacije, ali 1 pove¢anu stopu
transkripcije mitohondrijskih Saperona i proteaza Cija je uloga ponovno smatanje ili razgradnja
nesmotanih i nepravilno smotanih proteina.*> Osim navedenih mehanizama toksi¢nosti agregata
AB-peptida, vazno je spomenuti njihovo uzrokovanje kroni¢no poja¢anog imunosnog odgovora
pri ¢emu dolazi do aktivacije mikroglija stanica i astrocita. Aktivacijom ovih stanica dolazi do
lu€enja proupalnih medijatora poput eikozanoida, kemokina, komplementa 1 citokina poput
tumorskog faktora nekroze o (eng. tumor necrosis factor o, TNFa), transformiraju¢eg faktora
rasta B (eng. transforming growth factor B, TGFp) i raznih interleukina od kojih su najvazniji
interleukini 1, 4, 6 1 10 (IL1, IL4, IL6, i IL10). Navedeni spojevi uzrokuju kroni¢nu upalu i
posljedi¢no apoptozu neurona svojim neurotoksi¢nim djelovanjem (indukcija stvaranja vrsta
ROS, suprimiranje antioksidacijskih enzima, djelovanje komplementa...).** Takoder, velika
vaznost pridaje se proteinu tau c¢ija se hiperfosforilirana varijanta povezuje s nastankom
neurofilamentnih zapleta. Budu¢i da razlicite vrste Saperona igraju ulogu u formiranju, ali i
prociS¢avanju neurofilamentnih zapleta, u nastavku teksta detaljnije je objaSnjena uloga

proteina tau u nastanku i progresiji Alzheimerove bolesti.
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Slika 8. Shema povezanosti dogadaja koji dovode do pojave i progresije Alzheimerove bolesti Akumuliranje i
agregacija AB-peptida dovode do ekstracelularnog odlaganja filamenata AB-peptida te do brojnih ve¢ opisanih
toksi¢nih intracelularnih efekata koji izazivaju apoptozu neurona i prekid sinapti¢kih veza §to uzrokuje pojavu

demencije.

3.1. Protein tau i neurofilamentni zapleti

Protein tau normalan je sastojak citoplazme zdrave stanice, a spada u skupinu proteina
MAP (engl. microtubule associating protein). Dolazi u obliku 6 izoformi nastalih alternativnim
prekrajanjem, a uloga mu je sastavljanje tubulina u mikrotubule i njihova stabilizacija. U
Alzheimerovoj bolesti ovaj protein je abnormalno fosforiliran §to uzrokuje njegovu agregaciju
u neurofilamentne zaplete (Slika 9.). Ovakvi zapleti sastoje se od helikalnih filamenata (PHF)
i rjedih ravnih filamenata svih izoformi proteina tau, a uzrokuju poremecaje u tvorbi i funkciji
mikrotubula. Dok je u mozgu zdrava ¢ovjeka protein tau prisutan isklju¢ivo kao topljiv protein,

u pacijenata koji boluju od Alzheimerove bolesti on se nalazi i u obliku oligomera te filamenta
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pri cemu je njegova ukupna koli¢ina od 4 do 8 puta veca. Takoder, procijenjeno je da protein

tau pro¢iséen iz agregata ima 3 do 4 puta veéi stupanj fosforilacije od normalnog proteina tau.*

Slika 9. Neurofilamentni zapleti proteina tau karakteristi¢ni za Alzheimerovu bolesti pri povecanju od 400 puta

obojani PHF-1 specifiénim antitijelima (lijevo), odnosno Bielschowskyjevim srebrom (desno). Preuzeto s

http://neuropathology-web.org/chapter9/chapter9bAD.html*

Protein tau sastoji se od projekcijske domene koja se ne veze za mikrotubule, a gradena
je od regije bogate prolinom i od dvije kisele regije (N1 1 N2) te mikrotubul-vezuju¢e domene
koju karakterizira razli¢it broj R ponavljaju¢ih regija (regije R1, R2, R3 i R4) ovisno o izoformi
proteina tau (Slika 10.). SrediSnji dio proteina tau karakterizira struktura B-ploce, a N-terminalni
1 C-terminalni krajevi u normalnim uvjetima inhibiraju agregaciju u oligomere i filamente.
Medutim, hiperfosforilacijom tih krajeva dolazi do promjene konformacije proteina zbog
promjena u nekovalentnim interakcijama S$to omogucava agregaciju proteina tau u
neurofilamentne zaplete (Slika 10.) pri ¢emu je proces agregacije relativno spor, a tece u
nekoliko faza. Smatralo se da na pocetku procesa nastaju dimeri proteina tau zbog disulfidnih
veza izmedu cisteina u mikrotubul-vezuju¢im domenama i ionskih interakcija nakon cega
dolazi do formiranja oligomera mehanizmom nukleacije koja je, kao i kod agregacije AP-
peptida, reakcija koja ograni¢ava brzinu. Takoder, primijec¢eno je da kratki fragmenti proteina
tau koji se sastoje iskljucivo od ponavljajucih regija polimeriziraju puno brZze od normalnih
proteina tau. Ipak, novija istraZzivanja pokazuju da disulfidne veze nemaju vaznu ulogu u
formiranju dimera i ukazuju na vaznost heksapeptidnih fragmenata »7sVQIINK2s (PHF6%*) i
306 VQIVYK3 1 (PHF6) u formiranju tau dimera. PHF6* fragment nalazi se u svim izoformama
proteina tau dok se PHF6 fragment nalazi na pocetku R3 ponavljajuée regije Sto znaci da je

prisutan samo u 4R izoformi koja zaista pokazuje najve¢u sposobnost formiranja dimera.**’
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Slika 10. a) Protein tau sastoji se od projekcijske i mikrotubul-vezujuée domene koju karakteriziraju R-
ponavljajuce regije €iji broj ovisi o izoformi proteina tau pri ¢emu tri izoforme imaju 3 R regije, a tri izoforme 4
R regije. Na slici su oznacene heksamerne regije, koje imaju vaznu ulogu u formiranju dimera. b) Agregacija
proteina tau pospjesena je njegovim sredi$njim dijelom koji ima strukturu f-ploce dok je N- i C-terminalni krajevi
inhibiraju. Hiperfosforilacijom N- i C-termialnih krajeva dolazi do promjene u nekovalentnim interakcijama §to
dovodi do mogucénosti formiranja dimera, odnosno do pocetka agregacije ovog proteina. Preuzeto i prilagodeno iz

Jouanne i sur. 2017.%¢

Smatra se da je hiperfosforilacija proteina tau u Alzheimerovoj bolesti pretezito
posljedica utjecaja oligomera AB-peptida na kalpain, serinsku proteazu ¢ije je djelovanje vazno
za regulaciju funkcije ciklin-ovisne kinaze 5 (engl. cyclin-dependent kinase 5, CDKS). Naime,
signalni put CDKS vazan je za sinapticku plasticnost i razvoj neurona zbog toga sto sudjeluje
u regulaciji razli¢itih proteina poput transkripcijskih faktora, kadherina, ali i proteina tau. Ova
kinaza aktivirana je ciklinima od kojih je za ovaj tekst vazan ciklin p35 koji kalpain cijepa u
ciklin p25 koji uzrokuje povecanu aktivnost CDK, a time 1 hiperfosforilaciju proteina tau.
Smatra se da je u pacijenata s Alzheimerovom boles¢u regulacija kalpaina poremecéena zbog
nepravilnosti u homeostazi kalcija koju uzrokuju agregati AB-peptida, no ova pretpostavka jos

uvijek nije dovoljno istrazena. Osim CKDS5, ustanovljeno je da GSK-3 kinaza (engl. glycogen
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synthase kinase 3p) takoder uzrokuje hiperfosforilaciju proteina tau ¢ija povecana aktivnost

moZe biti rezultat odgovora UPR .34

Toksi¢nost agregata hiperfosforiliranog proteina tau temelji se na gubitku njegove
funkcije kao medijatora sastavljanja i stabilizacije mikrotubula. Medutim, smatra se da se oko
40% hiperfosforiliranog proteina tau nalazi u citoplazmi gdje sudjeluje u destabilizaciji
mikrotubula pri ¢emu za sebe veze normalni protein tau i ostale proteine koji sudjeluju u
regulaciji mikrotubula (MAP1 i MAP2). Takoder, smatra se da gomilanje proteina tau u tijelu
1 dendritima neurona uzrokuje promjene u funkciji hrapavog ER-a 1 Golgijeva kompleksa Sto
dovodi do povecanog stupnja N-glikozilacije proteina tau, ali 1 fragmentacije tih organela,
vjerojatno kao rezultat odgovora UPR. Poznato je da hiperfosforilacija proteina tau isto tako
sprjeCava njegovu razgradnju ubikvintin-proteosomalnim putem 1 neuralnim proteazama
aktiviranih kalcijem.** Ipak, kao ucinkovitim &istaéima hiperfosforiliranog proteina tau

pokazali su se odredeni Saperoni o ¢emu ¢e biti rijec u sljedec¢em dijelu teksta.

4. Saperoni i njihova uloga u razvoju Alzheimerove bolesti

Molekularni Saperoni su funkcionalno povezane obitelji proteina ¢ija je uloga
stabiliziranje nepravilno smotanih proteina, odmatanje proteina za prijenos kroz membranu ili
degradaciju 1 pomaganje u pravilnom smatanju te sastavljanju makromolekula u vece
komplekse ¢ime sudjeluju u odrzavanju stani¢ne proteostaze. Prema svojoj funkciji podijeljeni
su u 3 tipa: 1) holdaze koje vezu intermedijere u smatanju proteina ¢ime sprecavaju njihovu
agregaciju, 1) foldaze koje sudjeluju u smatanju proteina pri Cemu troSe energiju
hidroliziranjem veza molekule ATP-a i iii) unfoldaze koje sudjeluju u razmatanju proteina
takoder koriste¢i energiju pohranjenu u vezama molekule ATP-a. Saperoni svoje ime &esto
dobivaju po molekulskoj masi u kilodaltonima, poput proteina toplinskog Soka (engl. heat
shock proteins, Hsp). Takoder, Saperoni su visoko oc¢uvani u evoluciji, a prisutni su u sve tri
domene Zivota gdje mogu imati nespecificne i specificne uloge. Esencijalni su za stani¢nu
vijabilnost te je ve¢ina njih konstitutivno eksprimirana u normalnim stani¢nim uvjetima. Ipak,
budu¢i da su proteini u stresnim uvjetima (npr. visoka temperatura, ve¢e promjene pH,
hipoksija...) obi¢no podlozniji agregaciji, ekspresija vecine Saperona je u takvim uvjetima
povecana. Takav je slu€aj 1 sa Saperonima Hsp ¢ija je ekspresija regulirana transkripcijskim
faktorom toplinskog Soka (engl. heat shock factor, HSF) koji se u stresnim uvjetima veze za

promotore gena za protein Hsp ¢ime poti¢e njihovu ekspresiju®®>!
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Smatanje proteina, odnosno uspostava njegove trodimenzionalne strukture jedan je od
najvaznijih dogadaja u metabolizmu proteina, koji omogucéava njegovu funkciju. Tercijarnu
strukturu proteina odreduje njegov aminokiselinski sastav, odnosno njegova primarna struktura
koja je definirana u genetskom kodu organizma. Nastanak tercijarne strukture je iznimno slozen
proces voden nekovalentnim interreakcijama koji se temelji na hijerarhijskim razinama (Slika
11.): prvo dolazi do stvaranja sekundarnih struktura od strane pojedinih aminokiselina u
polipeptidnom lancu. Nakon sastavljanja ovakvih lokalnih struktura dolazi do njihovih
medusobnih interakcija koje usmjeravaju smatanje proteina. Potrebno je istaknuti hidrofobne
interakcije kao vaZzne medijatore smatanja: agregacija nepolarnih aminokiselinskih ostataka
uzrokuje pozitivhu promjenu entropije Sto osigurava spontanost reakcije. Ovakav proces se
nastavlja sve dok se ne formiraju proteinske domene 1 cijeli protein pri ¢emu je slozenost
strukture proteina proporcionalna brzini smatanja. Smatanje se moze opisati 1 termodinamski
koriste¢i modele lijevka (Slika 11.): nesmotana stanja karakterizirana su visokim stupnjem
slobodne energije pri ¢emu suzavanje lijevka predstavlja sve manji broj konformacija koje
protein moze poprimiti. Dno lijevka predstavlja nativnu konformaciju proteina s nizom

slobodnom energijom od nenativne konformacije $to uvijetuje sponatnost procesa.>>

lako je trodimenzionalna struktura proteina definiriana njegovom primarnom
strukturom, mnogi proteini ne mogu posti¢i nativhu konformaciju samostalno, ve¢ im je
potrebna pomo¢ holdaza i foldaza koje direktno usmjeravaju pravilno smatanje proteina ili
omoguéuje mikrookoli§ u kojem ¢ée se smatanje dogadati.’> Takoder, $aperoni sudjeluju u
sprjeCavanju nastanka i agregacije hidrofobnih Ap-peptida, ¢ije nagomilavanje uzrokuje
zasi¢enje Saperonskih sustava i molekluarnih dogadaja koje dovode do pojave simptoma
Alzheimerove bolesti. U nastavku teksta detaljno su opisane obitelji Saperona bitne za

nastajanje, agregiranje i pro¢iS¢avanje proteina APP, AB-peptida i proteina tau.
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Slika 11. a) Prikaz hijerarhijskog modela smatanja proteina: lokalno nastajanje sekundarnih struktura uvjetovano
je nekovalentnim interakcijama. b) Dva oblika termodinamskih lijevaka koji predstavljaju smatanje dvaju razlicitih
proteina. Termodinamski lijevci svakog proteina se razlikuju i ovise o njegovoj slozenosti. Desno je prikazan
termodinamski lijevak proteina s velikim brojem relativno stabilnih intermedijera koji postizu lokalne minimume

slobodne energije. Preuzeto iz Nelson i sur. 2013.5

4.1. Manji proteini Hsp

Manje proteine toplinskog Soka (engl. small heat shock proteins, sHsp) karakterizira
molekulska masa izmedu 12 1 43 kDa. SadrZe C-terminalnu domenu veli¢ine od 80 do 100
aminokiselinskih ostataka koja se zove a-kristalin domena (engl. a-crystallin domain, ACD)
koju omeduju manje ocuvan N-termilani kraj 1 varijabilno C-terminalno produljenje (Slika 12.).
U genomu covjeka identificirano je 10 proteina sHsp koji su prisutni u razli¢itim tkivima gdje

igraju vaznu ulogu u obrani stanice u uvjetima stresa.™

1 88 175 205
w2 e —— - ooy
§15 STSISZ
175

ge ""4} ﬂ—_ sse00H

cacien

Slika 12. Karakteristicna grada proteina sHsp na primjeru proteina Hsp27 i a-kristalina B (engl. a-crystallin B
protein, CRYAB). Zeleno: karakteristicna domena ACD, zuto: N-terminalni kraj vazan u formiranju oligomera,
crveno: mjesta fosforilacije, plavo: motiv WDPF vazan za fosforilaciju. Preuzeto i prilagodeno iz Acunzo i sur.
201234
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Domena ACD ima ulogu u formiranju dimera proteina sHsp koju omogucuje
antiparalelno spajanje f6 i B7 lanaca svakog monomera ¢ime nastaje struktura -sendvica.
Ovako formiran dimer sluzi kao gradivna jedinica oligomera koji su bitni za djelovanje ovih
proteina. Stvaranje vecih oligomera ukljucuje velik broj interakcija u kojima sudjeluju domena
ACD, N-termilani kraj i C-terminalno produljenje (Slika 13.). Naime, interakcije C-
terminalnog produljenja jednog dimera s 4 i B8 lancima drugih dimera uzrokuju nastajanje
heksamera, a pretezito hidrofobne interakcije izmedu N-terminalnih krajeva uzrokuju
nastajanje vecih oligomera. Fosforilacija ovih proteina vazna je posttranslacijska modifikacija
koja uvjetuje stvaranje oligomera navedenih proteina i promjenu aktivnosti u ovisnosti o

uvjetima u kojima se nalazi stanica.>?

Slika 13. Lijevo: prikaz reakcija formiranja dimera proteina sHsp interakcijama izmedu B6 lanca i B7 lanaca
monomera. Povecano je prikazana regija koja sadrzi B4 i 8 lance koji su vazni za formiranje heksamera proteina
sHsp. Desno: trodimenzionalna struktura oligomera proteina CRY AB, vaznog ¢lana skupine proteina sHsp koji

sprjecava agregaciju AB-peptida. Preuzeto iz Bakthisaran i sur. 2015.33 i s https://www.rcsb .org/structure/2Y GD

Proteini sHsp javljaju se u razli¢itim tipovima stanica gdje obi¢no u stresnim uvjetima
djeluju na proteine zaduzene za prijenos signala, metabolizam, transkripciju i translaciju te
mnoge druge procese. Takoder, potrebno je istaknuti ulogu ovih Saperona u sprjecavanju
mitohondrijskog puta apoptoze vezuci i inaktivirajuci razne elemente tog puta poput aktivatora
kaspaza te u stabilizaciji velikog broja citoskeletnih elemenata. Glavni ciljevi njihova
djelovanja su reaktivacija proteina u njihovo aktivno stanje ili degradacija proteina koji ne
mogu ponovno poprimiti svoju funkciju (Slika 14.). Najces¢e djeluju kao holdaze vezuci
djelomi¢no denaturirane proteine sprjecavaju¢i njithovu nespecificnu agregaciju $to znaci da
obi¢no ne reagiraju s proteinima u nativnoj konformaciji ili potpuno nesmotanim proteinima.

ZavrSetkom stresnih uvjeta supstrati ovakvih Saperona najcesce se otpustaju te se ponovno
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smataju uz djelovanje foldaza, npr Saperona Hsp70 ili se degradiraju proteosomalnim. odnosno

autosomalnim putem.>

Pravilno smotan protein Djelomi¢no smotan protein

&@ stres Proteosom

sHsp + supstrat sHsp

Slika 14. Shema djelovanja Saperona sHsp. Supstrati Saperona sHsp su djelomi¢no smotani proteini pri cemu ovi
Saperoni sprjecavaju njihovu agregaciju vezuci se za njih. Takoder, moguca je i razgradnja djelomi¢no smotanih
proteina proteosomalnim ili autosomalnim sustavom. Ovi Saperoni predstavljaju prvi odgovor stanice na stresne
uvjete, a sudjeluju u velikoj mrezi Saperona pri ¢emu daljnu ulogu u pravilnom smatanju supstrata ovih Saperona

imaju foldaze poput Saperona Hsp60, Hsp70 i Hsp90. Preuzeto i prilagodeno iz Halsbeck i sur. 2015.%¢

Dokazane su brojne uloge proteina sHsp u prevenciji agregacije Ap-peptida. Primjerice,
utvrdeno je da se Saperon CRYAB, ali i drugi proteini sHsp, poput Hsp22 1 Hsp27 veZzu za
amiloidne filamente te sprje¢avaju njihovu elongaciju, a protein Hsp22 veZe se za monomere
AB-peptida pri ¢emu sprje¢ava formiranje strukture B-ploce, a time i njihovu agregaciju.’’
Isto tako, postoje dokazi o ulozi proteina Hsp27 u promjeni fluidnosti i propusnosti stani¢ne
membrane Sto povecava njezinu stabilnost uzrokoju¢i povecanu otpornost membrane na
toksi¢nost AB-peptida ali i smanjenje njihove produkcije buduci da aktivnosti B- 1 y-sekretaze
ovise o fluidnosti membrane.®® Dokazana je i uloga proteina Hsp27 u zatiti stanice od
oksidativnog stresa pri ¢emu taj Saperon povecava koncentraciju glutationa i smanjuje
koncentraciju Zeljezovih iona.®! Isto tako, Saperon Hsp27 veZe se za hiperfosforilirani protein
tau pri cemu pospjesuje njegovu defosforilaciju promjenom konformacije, ali i degradaciju

neovisnu o ubikvintinu. Na te naine sprjeCava destabiliziraju¢i ucinak hiperfosforiliranih
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proteina tau na mikrotubule.%?> Dakle, proteini sHsp igraju ulogu u smanjenju produkcije i
agregacije APB-peptida, ali i u djelomi¢noj zastiti stanica od toksi¢nih efekata AB-peptida pri
¢emu smanjuju stupanj oksidacije lipida, proteina i DNA, povecavaju integritet stani¢nih
membrana, uzrokuju defosforilaciju i1 razgradnju proteina tau te inhibiraju djelovanje

proapoptotskih molekula.

Medutim, utvrdeno je i djelovanje Saperona sHsp na povecanje toksi¢nosti AB-peptida.
Primjerice, velikim brojem hidrofobnih interakcija izmedu Saperona CRY AB 1 srzi AB-peptida
nastaju toksicni B/AP kompleksi u kojima AB-peptidi imaju oksidiran Met35 §to pospjeSuje
redukciju Cu** u Cu* koja je bitna za stvaranje odredenih vrsta ROS poput hidroksilnih
radikala.®>** Takoder, neurofilamentni zapleti nastali akumuliranjem proteina tau uzrokuju
povecanju ekspresiju Saperona Hsp22 u susjednim astrocitima §to doprinosi ciS¢enju
izvanstani¢nih agregata AB-peptida, ali 1 lu¢enju proupalnih citokina poput IL6 koji pojacavaju
protuupalni odgovor organizma i ubrzavaju apoptozu neurona.*> Ipak, uloga $aperona sHsp
u Alzheimerovoj i drugim neurodegenerativnim bolestima jo$ uvijek nije dovoljno istrazena te
¢e biti zanimljivo vidjeti povezanost ovih Saperona i molekularnih dogadaja u ovim bolestima

na kronoloskoj razini, ali i moguénost koriStenja znanja o ovim Saperonima u terapeutske svrhe.

4.2. Hsp70

Hsp70 je naziv za skupinu Saperona molekulske mase od 70 kDa koji su vazni za
razli¢ite procese u metabolizmu proteina. Neki od tih procesa su smatanje novosintetiziranih
proteina, ponovno smatanje pogreSno smotanih proteina, translokacija razli¢itih sekretornih
proteina i proteina organela kroz membranu, konformacijske promjene prilikom prijenosa
signala te sudjelovanje u proteosomalnoj razgradnji proteina. U ¢ovjeka je zasad otkriveno 17
¢lanova ove skupine pri ¢emu je ustanovljena njihova lokalizacija u mitohondrijima, ER-u 1
citosolu stanica. Za njihovo djelovanje neizostavan je ATP koji regulira vezanje supstrata, a
obi¢no su potrebni i koSaperoni koji reguliraju njihovu aktivnost. Mehanizam smatanja proteina
ovim Saperonima jo$ uvijek nije potpuno razjasnjen, ali utvrdena su dva modela njihova
djelovanja. Prvi model podrazumijeva pasivhu ulogu ovih Saperona, a temelji se na
kontinuiranom vezanju 1 otpuStanju supstrata koji se samostalno smata pri cemu je
koncentracija supstrata dovoljno mala da ne dode do stvaranja agregata (uloga holdaze). Drugi
model se takoder temelji na kontinuiranom vezanju i otpusStanju supstrata, ali podrazumijeva 1

lokalno razmatanje pojedinih sekundarnih struktura koje omogucava savladavanje kineticke
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barijere za pravilno smatanje pri ¢emu se energija u vezama molekule ATP-a osim za vezanje
supstrata koristi i za promjenu konformacije Saperona. Jo§ jedno vazno djelovanje ovih
Saperona je blokiranje apoptoze ometajuci vezanje proapoptotskih molekula za svoje receptore,

a poznato je i djelovanje ovih $aperona u aktivaciji urodene i adaptivne imunosti.®®

Saperoni Hsp70 sastoje se od ATP-vezujuée N-terminalne domene (engl. nucleotide
binding domain, NBD) koja ima funkciju ATPaze, C-terminalne supstrat-vezuju¢e domene
(engl. substrate binding domain, SBD) 1 konzervirane poveznice izmedu njih (Slika 15.).
Domena NBD sastoji se od dva fleksibilna reznja 1 otvorenja izmedu njih za koje se veze
molekula ATP-a zajedno s jednim Mg?* i dva K* kationa. Mjesto vezanja ATP-a karakterizirano
je dvama zavojima koji veZu B- 1 y-fosfatne skupine i hidrofobnim adenozin-vezuju¢im dzepom.
S druge strane, domena SBD se takoder sastoji od dvije regije od kojih prvu karakterizira
struktura hidrofobnog zlijeba za koji se veze supstrat, a drugu a-helikalna struktura koja ¢ini
poklopac nad mjestom vezanja supstrata. Mjesto vezanja supstrata sastoji se od sendvica dvaju
B-ploca 1 Cetiri zavoja od kojih dva sudjeluju u vezanju supstrata, a druga dva u zatvaranju o-
helikalnog poklopca pomocu ionskih interakcija i vodikovih veza. Za pravilnu funkciju ovih
proteina bitna je suradnja izmedu ovih dvaju domena: vezanjem molekule ATP-a za domenu
NBD uzrokuje povecanje fleksibilnosti izmedu spomenutog poklopca i mjesta vezanja supstrata
u domeni SBD. To uvjetuje prijenos mnogih konformacijskih promjena kroz subdomene
domene NBD §to uzrokuje otvaranje mjesta vezanja supstrata. Takoder, vezanjem supstrata za

domenu SBD uzrokuje ubrzanje hidrolize molekule ATP-a u domeni NBD.¢77°
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Slika 15. a) Shematski prikaz domena NBD i SBD proteina Hsp70. Domena NBD sastoji se od dvaju reznjeva
koji su podijeljeni na dva dijela: prvi rezanj sastoji se od subdomena la i 1b, a drugi od subdomena 2a i 2b pri
¢emu subdomene 1a i 2a formiraju dno udubljenja za koje se veze ATP. Domena SBD sastoji se od p-ploce s
hidrofobnim zlijebom za vezanje supstrata i a-helikalnog poklopca koji regulira dostupnost mjesta vezanja
supstrata. b) Trodimenzionalni prikaz domena NBD i SBD Saperona Hsp70. Preuzeto i prilagodeno iz Young,

2010.7

Postoji puno koSaperona koja interagiraju sa Saperonom Hsp70 i reguliraju njegovo
djelovanje od kojih su najvazniji protein Hsp40 i faktor izmjene nukleotida (engl nucleotide
exchange factor, NEF). KoSaperon Hsp40 veZe se za nesmotane peptide gdje, osim §to ima
funkciju holdaze, sluzi u prenoSenju takvih peptida na Saperon Hsp70 nakon ¢ega dolazi do
hidrolize molekule ATP-a u domeni NBD Saperona Hsp70 Sto uzrokuje zatvaranje a-helikalnog
poklopca njegove domene SBD. Izmjenom molekule ADP-a s novom molekulom ATP-a
potpomognutom koSaperonom NEF otvara se a-helikalni poklopac domene SBD S§to uzrokuje
otpustanje supstrata gdje ciklus moze zapoceti ispocetka (Slika 16.). Ovako procesiran
polipeptid moZe samostalno zavr$iti proces smatanja, ponovno se vezati za iste ili druge ¢lanove
Hsp70 skupine i u¢i u novi ciklus smatanja ili dovrSiti smatanje pomocu drugih Saperona, poput

Saperona Hsp60 ili Hsp907® o kojima ¢e biti rije¢ kasnije u tekstu.
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Slika 16. Ciklus djelovanja Saperona Hsp70 i njegovih koSaperona. Nakon zavrSetka ciklusa Saperona Hsp70
protein moZe zavrsiti svoje smatanje na vise nac¢ina poput ponovnog ulaska u ciklus Saperona Hsp70, samostalnog
smatanja ili ulaska u ciklus drugih foldaza poput Saperona Hsp90 ili Hsp60. Preuzeto i prilagodeno iz Suresh,

2015.™

Spomenuti koSaperoni imaju vaznu ulogu u ciklusu Saperona Hsp70. Zadacu koSaperona
Hsp40 obi¢no vrsi obitelj proteina s domenom J (engl. J-domain proteins, JDP) ¢ija se J domena
nalazi na N-terminalnom kraju proteina (Slika 17.). Ona sluzi za vezanje Saperona Hsp70 $to
dovodi do prijenosa supstrata i njihove promjene konformacije uzrokujuci otprilike 1000 puta
povecanu brzinu hidrolize molekule ATP-a. Utvrdeno je da se ovi proteini svojom J domenom
vezu za rascjep izmedu subdomene 1a i12a Saperona Hsp70 pri ¢emu je za vezanje vazna 1 regija
poveznice. Takoder, za ove proteine karakteristicna je i supstrat-vezuju¢a C-terminalna domena
koja, jo$ uvijek nerazrijeSenim mehanizmom, veze razli¢ite hidrofobne nesmotane, odnosno
nepravilno smotane peptide. Smatra se da ova domena ima ulogu holdaze pri ¢emu spjrecava
agregaciju vezanih proteina te da omogucuje vezanje supstrata za protein Hsp70 povecanim
afinitetom. S druge strane, ulogu proteina NEF u eukariota najceS¢e vrSe proteini s domenom
Bag (engl. bcl-2-associated athanogene) koja se nalazi na njihovu C-terminalnom kraju (Slika
17.), a stimulira otpustanje molekule ADP-a sa Saperona Hsp70. Mehanizam ovog djelovanja
temelji se na vezanju domene Bag za konformaciju s otvorenim a-helikalnim poklopcem
Saperona Hsp70 ¢ime je stabilizira i omogucava otpustanje molekule ADP-a. Vazno je
spoemnuti i protein CHIP (engl. carboxyl terminus of Hsc70 interacting protein) koji takoder
djeluje kao koSaperon Hsp70 obitelji s ulogom ubikvitinacije supstrata Saperona Hsp70 koja
dovodi do njegove proteosomalne razgradnje. Ovaj protein u svom N-terminalnom kraju sadrzi

domenu TPD (engl. tetratricopeptide domain), koja se sastoji od nekoliko antiparalelnih parova
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a-heliksa, a sluzi za interakciju sa domenom SBD Saperona Hsp70 i domenu U-kutije (engl. U-
box domain) na C-terminalnom kraju koja ima karakteristike E3 ubikvintin-ligaze. Izmedu te
dvije domene nalazi se povezuju¢a domena s visokim udjelom nabijenih aminokiselina i dva
signala za translokaciju u jezgru koja takoder pomaze u vezanju proteina CHIP za Saperon
Hsp70 (Slika 17.). Smatra se da vezanjem za Saperon Hsp70 kosaperon CHIP usporava reakciju

smatanja proteina inhibiraju¢i hidrolizu molekule ATP-a te omogucava ubikvitinaciju i

70,72

transport supstrata do proteosoma.

A2
Q76

Slika 17. Lijevo: trodimenzionalna struktura domene J kojom se proteini JDP vezu za rascjep izmedu subdomena
la i 2a Saperona Hsp70 ubrzavajuéi hidrolizu molekule ATP-a. Sredina: Kristalna struktura domene Bag (crveno)
u interakciji s ATPaznom domenom Hsc70 clana Hsp70 obitelji Saperona. Desno: Trodimenzionalni prikaz
molekule kosaperona CHIP. Ovaj koSaperon funkcionira u obliku dimera pri ¢emu se sastoji od N-terminalne
domene TPD sastavljenje od ponavljanja TPR (engl. tetratricopeptide repeat), C-terminalne U-kutije stabilizirane
vodikovim vezama i nabijene regije izmedu njih. Preuzeto i iz Mayer i sur. 2005, http://www.rcsb.org/

structure/IHX1 i Zhang i sur. 2005.677374

Ustanovljena je povecana ekspresija mnogih Saperona Hsp70 1 njihovih koSaperona u
mozgu osoba koje boluju od Alzhemerove bolesti Sto se primarno povezuje s ulogom ovih
Saperona u za$titi stanice od toksi¢nih ucinaka agregata AB-peptida. Utvrdeno je vezanje
mnogih ¢lanova ove skupine Saperona za hidrofobne dijelove monomera i oligomera AP-
peptida uz pomo¢ koSaperona Hsp40 pri ¢emu se smanjuje koli¢ina agregata AB-peptida.
Najvjerojatniji model djelovanja ovih Saperona na agregate AB-peptida je njihovo vezanje za
izlozene hidrofobne regije ovih peptida sa strukturom B-ploce koja je podlozna agregaciji.
Ovakvim vezanjem dolazi do povecanja slobodne energije, odnosno do poveéanja nestabilnosti
ovakvih konformacija $to dovodi do pozeljne konformacije ovih peptida koja nije sklona

agregaaciji (Slika 18.). Takoder, pokazano je da se Saperoni Hsp70 veZzu i za amiloidne
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filamente pri ¢emu nemaju sposobnost njihove razgradnje, vjerojatno zbog nedostupnih

hidrofobnih regija u unutrasnjosti filamenata.”>’®

Monomer sklon

Monomer agragiranju Dimer Oligomer

Amiloidne
vlakno

Promijenjen monomer

Slika 18. Model djelovanja $aperona Hsp70 na agregate AB-peptida. Saperon Hsp70 veZe se za hidrofobne regije
APB-peptida sklonog agregaciji i mijenja mu konformaciju. Ovaj model poklapa se s eksperimentalnim podacima
koji pokazuju da stupanj inhibicije formiranja agregata AB-peptida ovisi o koncentraciji ATP-a i kosaperona Hsp40

te proteina NEF. Preuzeto i prilagodeno iz Evans i sur. 2006.73

Osim sprjecavanja agregacije AP-peptida, Saperoni Hsp70 na mnoge druge nacine
smanjuju njihovo toksi¢no djelovanje. Primjerice, ovi Saperoni mogu djelovati kao
transkripcijski faktori i pojacati ekspresiju brojnih gena koji kodiraju za proteine vazne za
funkcioniranje sinapsi i zivot neurona. Neki od tih proteina su proteini odgovorni za transport i
biosintezu amina, proteini vazni za prijenos Ziv€anih impulsa, ali i proteini koji djeluju kao
aktivatori MAPK kaskade koja ima bitnu ulogu u odrzavanju plasti€nosti sinapsi i
neuroprotektivnih mehanizama. Takoder, ustanovljeno je da ovi Saperoni poboljSavaju
prociS¢avanje agregata Af-peptida povecavajuéi ekspresiju enzima IDE (engl. insulin
degrading enzyme). Isto tako, bitno je ponovno istaknuti ulogu Saperona Hsp70 u sprjeCavanju
apoptoze koja je vazna za njegovu neuroprotektivnu funkciju. Odredena istraZivanja su
ustanovila da se Saperoni Hsp70 vezu za kaspazu 3 ¢ime sprje€avaju njezino vezanje za receptor
Sto uzrokuje gubitak njezine funkcije. Medutim, druga istraZivanja pokazuju da Saperoni Hsp70
u inhibiciji apoptoze djeluju prije aktivacije kaspaza pri Cemu sprjeCavaju promjenu

mitohondrijskog membranskog potencijala te curenje kalcija iz mitohondrija. Mehanizmi
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inhibicije ovih dogadaja od stane Saperona Hsp70 jo$ uvijek nisu poznati te su predmet

istrazivanja.®”-’7’8

Utvrdeno je da Saperoni Hsp70 obitelji na razli¢ite nacine djeluju na agregate proteina
tau. Zanimljiva je razlika u djelovanju dvaju najcescih citosolnih varijanti Saperona Hsp70
obitelji, Saperona Hsc70, ¢ija je ekspresija inducirana stresnim uvjetima, i Saperona Hsp72 koji
je konstitutivno eksprimiran. Naime, unato¢ 80%-tnoj sli¢nosti u primarnoj strukturi ova dva
Saperona (Slika 19.), Saperon Hsc70 pospjeSuje vezanje proteina tau za mikrotubule dok
Saperon Hsp72 djeluje obrnuto Sto znaci da Saperon Hsc70 usporava, a Saperon Hsp72
pospjesuje prodi§éavanje agregata hiperfosforiliranog proteina tau. Stovise, pri velikim
koncentracijama Saperona Hsp72 Saperon Hsp70 ne moze vrsiti svoju funkciju te dolazi do
degradacije proteina tau iz ¢ega proizlazi da omjer koncentracija ovih dvaju Saperona odreduje
sudbinu proteina tau u stanici. Smatra se da se ovi Saperoni vezu za heksapeptide PHF6* 1 PHF6
proteina tau pri ¢emu razlike u primarnoj strukturi domena SBD Saperona uvjetuju jace vezanje
Saperona Hsp72 za regije R2 1 R3 proteina tau od Saperona Hsc70 §to objasnjava relativnu
inhibiciju funkcije Saperona Hsc70 od strane Saperona Hsp72. Razliku u funkciji ova dva
proteina objasSnjava razliCit afinitet njihovih domena SBD za koSaperon CHIP. Utvrdeno je da
Saperon Hsp72 u uvjetima visoke koncentracije monomera proteina tau poja¢ano veze protein
CHIP sto uzrokuje ¢iS¢enje proteina tau proteosomalnom razgradnjom pri cemu se kosaperon

CHIP veZe za domenu SBD $aperona i mikrotubul-vezujuéu domenu proteina tau.”>”
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Slika 19. Prikaz poravnanja sekvenci Saperona Hsp72 i Hsc70. Ova dva proteina dijele 80% primarne strukture
pri ¢emu se najvece razlike uocavaju u njihovim C-terminalnim domenama. Preuzeto i prilagodeno iz Jinwal i sur.

2013.7°

Potrebno je spomenuti i protein Grp78 (engl. 78 kDa glucose regulated protein) kao

¢lana obitelji Hsp70 koji djeluje unutar ER-u pri ¢emu ima brojne uloge poput translokacije
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novosintetiziranih proteina u ER i zapocinjanja odgovora UPR aktivacijom proteina PERK,
IRE1 i ATF6. Takoder, ovaj Saperon djeluje kao holdaza i foldaza na novosintetizirane
nesmotane proteine, a ustanovljeno je i njegovo djelovanje u proteosomalnoj razgradnji krivo
smotanih proteina povezanoj s ER-om. Naime, smatra se da Saperon Hsp70 u ovom obliku
proteosomalne razgradnje vr$i ulogu prepoznavanja nepravilno smotanih proteina vezuci se za
njihove hidrofobne regije, cisteine koji nisu povezani disulfidnim vezama ili mjesta koja su
glikozilirana krivim saharidom. U pacijenata oboljelih od Alzheimerove bolesti utvrdena je
povecana koncentracija ovog Saperona u mozdanom tkivu, ali 1 fosforilacija medijatora
odgovora UPR poput proteina PERK 1 IRE1 §to ukazuje na njihovu vaznu ulogu u pojavi 1
progresiji ove bolesti. Takoder, odredena istrazivanja pokazuju da se isti ovi dogadaji odvijaju
1 u stani¢noj kulturi dodatkom ekstracelularnih oligomera i filamenata AB-peptida. Moguce je
da agregati AB-peptida posredno uzrokuju odgovor UPR preko destabilizacije dinamike ER-a
djeluju¢i na mikrotubule ili preko uzrokovanja oksidativnog stresa, ali i neposredno preko
akumulacije proteina APP i njegovih derivata u ER-u. Smatra se da je glavni neuroprotektivni
mehanizam odgovora UPR u Alzheimerovoj bolesti njegovo djelovanje na metabolizam
proteina APP pri ¢emu Saperon Grp78 ima ulogu redistribuiranja proteina APP 1 njegovih
derivata iz kasnih u rane dijelove sekretornog puta. Utvrdeno je da ovakvo djelovanje Saperona
Grp78 smanjuje izlucivanje AB-peptida, ali dovodi i do promjena u njithovu procesiranju.
Takoder, ovaj Saperon veze protein APP koji se procesira u ER-u mijenjaju¢i mu konformaciju
1 sprjecavajuci djelovanje B-sekretaze na njega. Medutim, neka istrazivanja pokazuju da
odgovor UPR moZe djelovati i na povecano Iucenje AB-peptida pri Cemu odredeni
transkripcijski faktori, prvenstveno faktor ATF4, povecavaju stupanj transkripcije gena za f3-
sekretazu te gena za komponente y-sekretaze. Isto tako, utvrdeno je da su apoptoza i povecana
koncentracija vrsta ROS uzrokovane odgovorom UPR bitan faktor u neurodegeneraciji. Ipak,
mehaizmi indukcije odgovora UPR u Alzheimerovoj bolesti, kao 1 mehanizmi djelovanja
odgovora UPR na njezin tijek jo§ uvijek nisu potpuno razrjeSeni. Pretpostavlja se da starija
zivotna dob pozitivno utjece na proapoptotsku ulogu ovog Saperona pri cemu njegova zastitna
uloga postaje manje izraZena Sto je potkrepljeno dokazima poput smanjene ekspresije Saperona

Grp78 i drugih Saperona ER-a te promjene morfologije ER-a u starijoj Zivotnoj dobi.®#!

4.3. Saperonini

Saperonini su vrsta $aperona koju karakterizira grada od dva prstena koji ¢ine kompleks
molekulske mase od 800 kDa. Dijele se u dvije skupine pri ¢emu prvu skupinu karakteriziraju

Saperonini Hps60 koji se pojavljuju u bakterijama, kloroplastima, mitohondrijima i citosolu
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eukariotskih stanica dok druga skupina svoje predstavnike ima u arheja i eukariota pri ¢emu se
njezina eukariotska varijanta zove TRiC (engl. T-complex protein-1 ring complex). Ovi
Saperoni sudjeluju u smatanju i translokaciji proteina, a od Saperona Hsp70 se razlikuju po
mehanizmu smatanja buduéi da Saperoni Hsp60 pomazu smatanje ciklusima enkapsulizacije
proteina ovisnim o ATP-u. Prvu skupinu ovih Saperona karakterizira grada prstenova od 7
podjedinica i funkcionalna povezanost sa Saperoninom Hsp10 koji formira poklopac mjesta za
smatanje. S druge strane, Saperonine druge skupine ¢ine prstenovi koji se sastoje od 8 ili 9
podjedinica koji su neovisni o aktivnosti Saperonina Hspl10 budu¢i da je funkcija poklopca

sadrzana u njihovim podjedinicama.??

Najprouceniji Saperoninski sustav prve skupine je bakterijski sustav GroEL/GroES koji
sudjeluje u smatanju vise od 250 bakterijskih citosolnih proteina. Saperonin GroEL ima oblik
cilindra koji se sastoji od dva prstena gradenih od sedam podjedinica molekulske mase od 57
kDa koje ¢ine ekvatorijalna ATPazna domena, intermedijarna Sarka i1 apikalna supstrat-
vezujuc¢a domena. Ekvatorijalnu domenu karakteriziraju a-heliksi koji sudjeluju u medusobnim
interakcijama podjedinica jednog prstena, ali 1 u interakcijama izmedu dva prstena Saperonina
GroEL dok intermedijarna Sarka sudjeluje u povezivanju apikalne i1 ekvatorijalne domene, ali i
u konformacijskim promjenama koje uzrokuje vezanje Saperonina GroES. Apikalna domena
osim u vezanju supstrata sudjeluje 1 u vezanju Saperonina GroES te u vezanju molekule ATP-a
Sto je vazno za mehanizam ovog Saperonskog sustava. S druge strane, Saperonin GroES je
heptamerni prsten graden od podjedinica molekulske mase od 10 kDa koji pokriva krajeve
cilindra Saperonina GroEL. Utvrdeno je da se supstrat veze za ocuvane hidrofobne i aromatske
aminokiselinske ostatke u apikalnoj domeni Saperonina GroEL nakon ¢ega se za C-terminalni
dio apikalne domene veze 7 molekula ATP-a i Saperonin GroES. Ovi dogadaji dovode do
nastajanja hidrofilnog negativno nabijenog kaveza u kojem dolazi do smatanja proteina u
vremenu ogranicenom brzinom hidrolize molekule ATP-a (od 10 do 15 sekundi). Vezanjem
molekule ATP-a za donji prsten u, kojem se nalazi nesmotani protein, dolazi do disocijacije
Saperonina GroES s gornjeg prstena i po¢etka smatanja drugog proteina u donjem prstenu (Slika
20.). Mehanizam ljudskog sustava Hsp60/Hsp10 slican je mehanizmu sustava GroEL/GroES
pri ¢emu ipak postoji nekoliko razlika, posebice u njihovim strukturama. Primjerice, ljudska
varijanta ovog sustava sadrzi 3 oCuvana cisteinska ostatka koji predstavljaju nukleofilna mjesta
vezanja elektrofilnih supstrata Hsp60 Saperona. Takoder, ljudska varijanta Saperona Hsp60

postoji u obliku jednog i dva prstena pri ¢emu dimerizaciju prstenova uzrokuje vezanje
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molekule ATP-a i Saperonina Hspl0 za Saperonin Hsp60, a eksperimentalno je utvrdena

njegova aktivnost u oba oblika.>>%?
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Slika 20. Mehanizam djelovanja sustava GroES/GroEL. Saperonin GroES (Zuto) je heptamer koji blokira jedan
od prstena Saperonina GroEL nakon vezanja nesmotanog proteina pri ¢emu se prsten u kojem se odvija smatanje
naziva cis (plavo) dok se suprotni prsten naziva trans (crveno). Nakon hidrolize sedam molekula ATP-a cis prstena
dolazi do vezanja nesmotanog proteina za trans prsten, disocijacije Saperona GroES, molekula ADP-a i supstrata.

Preuzeto i prilagodeno iz Nelson i sur. 2013.3

Glavni predstavnik druge skupine Saperonina, TRiC, je heterooligomerni kompleks koji
se sastoji od dva prstena gradenih od 8 paralognih podjedinica, a karakterizira ih slican raspored
domena kao 1 u Saperonina Hsp60. Glavna razlika izmedu ova dva Saperonina je u gradi
apikalnih domena koje u Saperonina TRiC sadrZavaju 1 a-helikalne dijelove s ulogom poklopca
koji nadomjestaju funkciju Saperonina GroES. Maksimalna molekulska masa supstrata TRiC
Saperonina iznosi 120 kDa §to znaci da ovaj Saperonin vjerojatno sudjeluje u smatanju vecih
proteina od Saperonina Hsp60. Takoder, hidroliza molekula ATP-a od strane Saperonina TRiC
je puno sporija $to supstratu daje viSe vremena za smatanje. Procjenuje se da Saperonini druge

skupine pomazu smatanje oko 10 % citosolnih proteina ljudskih stanica od kojih su najces¢i
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aktini i tubulini pri ¢emu te proteine do Saperonina vode ¢lanovi obitelji Saperona Hsp70 kroz
¢iji je ciklus supstrat ve¢ prosao. Takoder, utvrdeno je postojanje kosaperona prefoldina, koji
sudjeluju u dovodenju aktina do sustava TRiC pri ¢emu pomazu smatanje i postizanje pravilne
kvarterne strukture aktinskih filamenata. Treba napomenuti da Saperonini druge skupine
sudjeluju isklju¢ivo u smatanju novosintetiziranih peptida te da im ekspresija u stresnim

uvjetima nije poveéana.®?

Obje skupine Saperonina imaju funkcije holdaze budu¢i da vezanjem supstrata
sprjeCavaju njegovo agregiranje s drugim nesmotanim ili nepravilno smotanim proteinima.
Takoder, neka istrazivanja pokazuju da Saperonini ubrzavaju smatanje proteina pri ¢emu
stericka ograni¢enja nametnuta od strane Saperonina entropijski destabiliziraju nesmotana
stanja 1 poticu njihovu konverziju u nativnhu konformaciju. Smatra se da glavnu ulogu u ovom
djelovanju imaju polarni aminokiselinski ostatci u Saperoninskom kavezu koji poti¢u smatanje
proteina u nativnu strukturu vezu¢i molekule vode. Na taj nac¢in dolazi do stvaranja lokalnog
okoliSa koji potice rasporedivanje hidrofobnih aminokiselinskih ostataka u unutrasnjost
strukture Sto doprinosi povecanju entropije okoline i smanjenja slobodne energije takvih
konfiguracija. Takoder, utvrdeno je da supstrati ovih Saperonina Cesto imaju topologije koje
karakteriziraju domene o/f a 1 a+f. Takvi proteini Cesto tijekom smatanja stvaraju stabilne
intermedijere s lokalnim minimumom slobodne energije pri ¢emu kontinuirano vezanje i
otpustanje ovih supstrata od strane Saperonina dovodi do ponavljajuéeg razmatanja ovakvih

intermedijera i usmjeravanja proteina u formiranje nativne strukture.®

In vitro je utvrdeno da Saperonin Hsp60 sprjecava stvaranje amiloidnih vlakana u
mitohondrijima 1 citosolu misjih 1 ljudskih neurona pri ¢emu se nekovalentnim interakcijama
veze za AB-peptide te joS uvijek nepoznatim mehanizmom, koji vjerojatno ukljucuje vezanje
AB-peptida u hidrofilni kavez Saperonina, sprjeCava njihovu agregaciju (Slika 21.). Prema
najnovijem modelu, ovaj Saperonin veZze se za monomere Af-peptida koji su poprimili
konformaciju B-ploce koja je sklona agregiranju. Ovakvim vezanjem Saperon Hsp60 ima ukogu
holdaze koja ukljuuje vezanje Saperonina za Af-peptid pasivno sprjecavajué¢i njihovu
agregaciju ili foldaze koja ukljucuje promjenu konformacije AB-peptida u oblik manje sklon
agregaciji. Jos uvijek nije utvrdeno koja je od ovih funkcija bitnija za sprje€avanje formiranja
agregata AB-peptida. Medutim, eksperimenti koji pokazuju prestanak formiranja agregata Af-
peptida nakon uklanjanja Saperonina Hsp60 iz reakcijske smjese daju prednost mehanizmu
foldaze. Takoder, utvrdena je uloga Saperonina Hsp60 u povecanoj ekspresiji citokina IL18 u

mikroglija stanicama koji poja¢ava upalni odgovor ¢ime dolazi do povecanog stupnja
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proc¢iS¢avanja izvanstani¢nih vlakana Ap-peptida, ali i apoptoze neurona uzrokovane

83-85

neurotoksi¢nim djelovanjem proupalnih citokina.

Slika 21. Trodimenzionalni prikaz vezanja Saperonina Hsp60 (plavo) i AB-peptida (crveno) dobiven in silico.
Vezanje ova dva proteina stabilizirano je nekovalentnim interakcijama od kojih su najznacajnije vodikove veze

(zeleno) i elektrostatske interakcije. Preuzeto iz Padmadas i sur. 2018.%

Prema nekim istrazivanjima, akumulacija AB-peptida u mitohondrijima osim ve¢
navedenih toksi¢nih u¢inaka na stanicu (Poglavlje 3.) utjece i na oslobadanje Saperonina Hsp60
koji zatim prenosi protein APP 1 njegove derivate u mitohondrij. Vezanjem ovih proteina za
Saperonin Hsp60 inhibira fizioloske uloge tog Saperonina u mitohondriju Sto uzrokuje
gomilanje velikog broja nesmotanih i1 krivo smotanih peptida te aktivaciju mitohondrijskog

odgovora UPR.%

Djelovanje Saperonina TRiC na AB-peptide jo$ uvijek nije u potpunosti istrazeno.
Odredeni eksperimenti pokazuju da mutanti modelnog organizma Caenorhabditis elegans s
deletiranim genom za Saperonin TRiC pokazuju smanjenu produkciju i toksi€nost agregata Af-
peptida Sto ukazuje na ulogu ovog Saperonina kao medijatora agregacije i toksi¢nosti AP-
peptida. Takoder, analizama interakcije proteina utvrdeno je da Saperonin TRiC interagira s
razli¢itim proteinima koji sudjeluju u fosforilaciji obitelji proteina MAP S$to bi moglo
predstavljati jo§ jedan mehanizam toksi¢nog djelovanja ovog Saperonina u Alzheimerovoj
bolesti.’” Iz svega navedenog proizlazi da mehanizmi djelovanja obje skupine $aperonina na
nastanak agregata AB-peptida i produkte njihove toksicnosti jo§ uvijek nisu u potpunosti
razjraSnjeni. Buduc¢a ¢e istrazivanja vjerojatno povezati funkciju i mehanizme smatanja
supstrata Saperonina s njihovim djelovanjem na ¢imbenike koji doprinose pojavi Alzheimerove

bolesti.
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4.4. Hsp90

Hsp90 obitelj Saperona karakteriziraju proteini molekulske mase od 90 kDa koji imaju
brojne uloge u stanici poput smatanja proteina, sastavljanja multiproteinskih kompleksa i
vezanja liganada za njihova vezna mjesta ¢ime uz druge obitelji Saperona na nezamjenjiv na¢in
sudjeluju u staniénoj homeostazi. Clanovi ove skupine pronadeni su u bakterija i eukariota pri
¢emu bakterijski homolog nije eksprimiran u normalnim uvjetima te isklju¢ivo ima ulogu u
uvjetima stresa dok su eukariotski homolozi, koji se nalaze u citosolu, mitohondriju i ER-u,
konstitutivno eksprimirani 1 vazni za vijabilnost stanice neovisno o uvjetima. Ovi Saperoni
funkcioniraju kao homodimeri te je utvrdeno da je dimerizacija nuzna za njihovu in vivo
funkciju, a naj¢esc¢e smataju proteine koji su ve¢ prosli kroz ciklus Saperona Hsp70. Gradeni su
od N-terminalne domene (NTD) za koju se veze molekula ATP-a, srednje domene (engl. middle
domain, MD) koja je vazna za hidrolizu molekule ATP-a 1 vezanje Saperona za supstrat te C-
terminalne domene (CTD) vazne za dimerizaciju Saperona i interakciju s koSaperonima.
Domene NTD 1 MD povezane su fleksibilnom nabijenom poveznicom koja modulira njihov
kontakt 1 funkciju Saperona. Ovi se Saperoni bez prisustva ATP-a nalaze u otvorenoj
konformaciji u obliku slova V pri ¢emu vezanjem molekule ATP-a dolazi do konformacijskih
promjena i postizanja zatvorene strukture sa sposobnosc¢u hidrolize molekule ATP-a (Slika 22.).
Ove konformacijske promjene predstavljaju reakciju koja odreduje brzinu hidrolize molekule
ATP-a pri ¢emu u njima sudjeluju sve tri domene. Takoder, utvrdeno je i postojanje vaznih
interakcija izmedu domena NTD dvaju monomera koje dovode do dimerizacije, koja je uz
formiranje zatvorenog sustava najbitnija za hidrolizu molekule ATP-a nakon koje dolazi do
otpustanja molekule ADP-a i fosfatnog iona (P;) te do ponovnog poprimanja otvorene

konformacije $aperona.®%
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Slika 22. Trodimenzionalne strukture razli¢itih konformacija $aperona Hsp90. Clanovi ove obitelji gradeni su od
domene NTD koja veze ATP, domene MD vazne za hidrolizu molekule ATP-a i domene CTD vazne za formiranje
dimera. Takoder, u ovim proteinima pristuna je i fleksibilna poveznica izmedu domena NBD i MD te
aminokiselinski slijed MEEVD u domeni CTD vazan za vezanje koSaperona. Vezanjem molekule ATP-a za
otvorenu konformaciju (a) dolazi do rearanzmana u domeni NTD pri ¢emu se zatvara vezno mjesto molekule ATP-
a od strane konzerviranog zavoja koji ima ulogu poklopca (b). Zatim dolazi do dimerizacije domena NTD (c) i
asocijacije domena MD (d) pri ¢emu unutar domena MD nastaje kataliticki zavoj bitan za hidrolizu molekule ATP-

a nakon koje se ciklus ponavlja. Preuzeto i prilagodeno iz Schopf'i sur. 2017.%8

Mehanizam vezanja Saperona Hsp90 za svoje supstrate joS uvijek nije potpuno
razjasnjen, ali istrazivanjima vezanja razliCitih supstrata za ovaj Saperon utvrdeno je da su sve
tri domene Saperona ukljuCene u vezanje pri ¢emu razliiti supstrati mijenjaju mehanizam
vezanja. Primjerice, za velik broj supstrata utvrdena je vaznost amfipatskog heliksa domene
CTD koji uranja izmedu domena MD dimera gdje zajedno s hidrofobnim aminokiselinskim
ostatcima domene MD sudjeluje u vezanju supstrata. Takoder, Saperoni Hsp90 obi¢no su
regulirani koSaperonima koje vrlo cCesto karakterizira domena TPD kojom se vezu za
aminokiselinski motiv MEEVD u domeni CTD Saperona Hsp90. Najpoznatiji primjeri ovih
koSaperona su: 1) HOP (engl. Hsp70-Hsp90 organizing protein) koji sluzi kao prijenosnik
supstrata sa Saperona Hsp70 na Saperone Hsp90 u eukariota, ii) Ppt1 (engl. protein phosphatase
T) koji regulira aktivnost Saperona Hsp90 njegovom defosforilacijom te iii) ve¢ spomenuti
koSaperon CHIP s aktivno$¢u E3 ubikvintin-ligaze. Isto tako, postoje brojni drugi koSaperoni
sustava Hsp90 cija je uloga regulacija razlicitih dijelova ciklusa Saperona djelujuci na faktore
poput brzine ATPazne aktivnosti domene MD ¢ime se regulira vrijeme smatanja supstrata ili

na vezanje supstrata za Saperon ¢ime se prosiruje specifi¢nost ovih Saperona. Utvrdeno je da se
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Saperon Hsp90 veze za viSe stotina razliCitih proteina §to mu daje vaznu ulogu modulatora
raznih procesa od regulacije stresa, smatanja novosintetiziranih i krivo smotanih proteina pa
sve do replikacije DNA, razvoja organizma, imunosnog odgovora i vezanja steroidnih hormona
za svoje receptore. Takoder, procjenjuje se da se oko 60 % kinaza i 30 % E3 ubikvintin-ligaza
covjeka veze za ovaj Saperon §to povecava njegovu vaznost. Zanimljivo je djelovanje Saperona
Hsp90 na kinaze pri ¢emu dolazi do stabilizacije otvorene konformacije kinaze koja lakse veze
ATP $to uzrokuje njezinu aktivaciju i disocijaciju sa Saperona. Takoder, mnoga istraZivanja
pokazuju da ovi Saperoni, osim §to imaju vaznu ulogu u smatanju receptora steroidnih hormona,
sudjeluju 1 u stabilizaciji konformacija pogodnih za vezanje supstrata. Dakle, osim funkcija
Saperona Hsp90 koje su sli¢ne drugim Saperonskim sustavima, poput smatanja nesmotanih i
krivo smotanih proteina, ovi Saperoni imaju i specificnije uloge u stanici pri ¢emu je

procijenjeno da vezu i reguliraju otprilike 20 % proteoma. 3288

Clanovi obitelji $aperona Hsp90 na mnoge nacine utje¢u na napredak Alzheimerove
bolesti pri ¢emu je utvrdeno njihovo djelovanje na agregaciju AB-peptida, formiranje i ¢iS¢enje
agregata proteina tau te na imunosni odgovor mikroglija stanica. Brojna istrazivanja dokazala
su da ovaj Saperon inhibira agergaciju AB-peptida, ali mehanizam ovog djelovanja jos uvijek
nije u potpunosti razrijeSen. Smatra se da Saperoni Hsp90 u ovom slucaju djeluju kao holdaze
koje se neovisno o ATP-u vezu za AB-peptide u konfiguraciji podloznoj agregiranju Sto je
neobi¢no buduci da je vezanje Saperona Hsp90 obicno ovisno o ATP-u. Zajedno sa saznanjima
o djelovanju Saperona Hsp70 na ove peptide mogucée je pretpostaviti model po kojem
kombinirana uloga ovih dviju obitelji Saperona uzrokuje smanjenu stopu agregacije Ap-peptida.
Takoder, zanimljiviji je utjecaj Clanova obitelji Saperona Hsp90 na agregaciju i koli¢inu
proteina tau u stanicama neurona. Utvrdena su razliCiti nacini djelovanja Saperona Hsp90 na
ovaj protein koji ovise o vezanom koSaperonu (Slika 23.). Primjerice, takrolim-vezuju¢i protein
1 (engl. tacrolimus binding protein 1, FKBP1), koji spada u koSaperone s domenom TPD, a
sadrziifosfatazne domene F1 te F2, ima najve¢i afinitet za protein tau. Ovaj koSaperon uzrokuje
stabilizaciju proteina tau koja za posljedicu moze imati ponovno smatanje ovog proteina ili
povecanu mogucnost formiranje agregata. Ovo djelovanje koSaperona FKBP1 potvrdeno je
eksperimentima u kojima je povecana ekspresija gena za ovaj koSaperon u misjim modelima
uzrokovala znac¢ajno veci stupanj agregacije proteina tau od kontrolne skupine. Pretpostavlja se
da se mehanizam ovog djelovanja zasniva na blokiranju razgradnje proteina tau 20S
proteosomom. Smatra se da vezanje Saperona Hsp90 i koSaperona FKBP1 maskira neuredenost

i podloZznost agregaciji proteina tau Sto uzrokuje nemoguénost prepoznavanja od strane
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proteosoma. Naime, u normalnim uvjetima Saperoni Hsp90 osiguravaju dovoljnu koncentraciju
proteina tau za obavljanje njegove bioloske uloge u regulaciji gradnje mikrotubula, dok u
uvjetima njegova gomilanja i hiperfosforilacije pospjesuju agregaciju i toksi¢nosti proteina tau
¢ime ugrozavaju zivot ziv€anih stanica. Takoder je otkriveno da starenjem dolazi do smanjenja
stupnja metilacije gena za koSaperon FKBP1 ¢ime se pojac¢ava njegova ekspresija $to bi moglo
predstavljati jedan od mehanizma nastanka nenasljedenog oblika Alzheimerove bolesti.
Medutim, odredena istrazivanja pokazuju da se Saperonski sustav koji se sastoji od Saperona
Hsp40, Hsp70 1 Hsp90 veze za hiperfosforilirani protein tau pri ¢emu dolazi do vezanja
koSaperona s ulogama fosfataza koji defosforiliraju takav oblik proteina tau. U slucaju
neuspjele defosforilacije za Hsp90 Saperone se veze koSaperon CHIP koji dovodi do
ubikvitinacije 1 posljedi¢ne proteosomalne razgradnje proteina tau. Ovo je joS§ jedan odli¢an
primjer ovisnosti funkcije Saperona o vezanim koSaperonima koji na razlicite nacine utjeu na
supstrat pri ¢emu je defosforilacija hiperfosforiliranog proteina tau prva, a njegova
proteosomalna degradacija druga linija obrane od stvaranja toksi¢nih agregata. Dakle, Saperon
Hsp90 moze dvojako djelovati na agregaciju proteina tau pri ¢emu je vezanje odredenih
koSaperona ono §to odreduje nacin njegova djelovanja. Ono ponajprije ovisi o njihovim
relativnim koncentracijama koje, osim zbog promjenjene ekspresije gena ovih koSaperona
tijekom starenja, mogu biti poremecene upravo zbog toksicnog djelovanja agregata AB-peptida

i proteina tau $to ¢ini zaGarani krug ove bolesti i ubrzava njezinu progresiju.’> 20!
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Slika 23. Shema djelovanja koSaperona sustava Hsp90 na protein tau. Vidljiva je kompeticija za vezanje razli¢itih
koSaperona za protein tau pri ¢emu se koSaperon CHIP ne moze vezati za protein tau na koji je ve¢ zajedno s
Saperonom Hsp90 vezan koSaperon FKBP51 koji stabilizira ovaj protein te moze uzrokovati njegovo ponovno
smatanje u nativno stanje ili agregaciju s drugim proteinima i Saperonom Hsp90. Preuzeto i prilgodeno iz Jinwal i

sur. 2010.°!
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Iz svega ovog je vidljivo da razliite vrste Saperona imaju vazne uloge u mnogim
aspektima nastanka i progresije Alzheimerove bolesti. Ipak, ve¢inom su opisanje njihove
pojedinacne uloge, a u buducim istazivanjima ¢e biti zanimljivo detaljnije vidjeti ne samo
mehanizam djelovanja ovih Saperona, ve¢ i njihovo zajedni¢ko djelovanje u obliku Saperonske
mreze koja sprjecava, odnosno smanjuje toksicne efekte nagomilavanja i agregacije AP-
peptida. Moguce je da u postepenom smanjenju efikasnosti ove Saperonske mreze tijekom
zivota lezi glavni razlog pretezitog javljanja ove bolesti u starijih osoba. Ipak, brojna
istrazivanja pokazuju da pojedinacne uloge ovih Saperona koje su zasad poznate takoder mogu

biti iskoriStene u strategijama lijeCenja ove bolesti $to je tema sljedeceg poglavlja.

5. Lijecenje Alzheimerove bolesti

U zadnjih nekoliko desetlje¢a napravljena su brojna istrazivanja o mogu¢im primjenama
strategija za sprjeCavanje 1 usporavanje napretka Alzheimerove bolesti pri cemu se nekoliko
njih pokazalo relativno uspjeSnim. Napravljen je odreden napredak u terapijama koje smanjuju
brzinu progresije bolesti, ali lijekovi koji bi potpuno sprijecili njezin nastanak i napredovanje
jo$ uvijek nisu razvijeni.”?> Budu¢i da je amiloidna hipoteza opéenito prihva¢en model nastanka
ove bolesti, velik broj dosad razvijenih terapija temelji se na smanjivanju koncentracije
monomera Af-peptida i1 njihovih agregata te smanjivanjem udjela APs/APaso, najcesce
djelovanjem na B- i y-sekretazu gdje je djelomic¢nom ili potpunom inhibicijom ovog enzima u
laboratorijskog misa uoceno znacajno smanjenje koncentracije Ap-peptida u mozdanom tkivu,
a samim time i1 poboljSana kognitivna funkcija. Medutim, brojne terapije koje su koristile ovu
strategiju nisu se pokazale uspjeSnima u klinickim istrazivanjima gdje, iako je utvrdeno
smanjenje koncentracije AB-peptida u mozdanom tkivu, ipak nije doSlo do usporavanja
napretka bolesti ni do poveéanih kognitivnih funkcija.'**** Osim ovog problema, velik
nedostatak ove strategije je ukljuCenost y-sekretaze u cijepanje brojnih transmembranskih
proteina koji su klju¢ni za Zivot neurona (Poglavlje 2.1.) §to je u klini¢kim israzivanjima
uzrokovalo razli¢ite negativne nuspojave poput krvarenja u mozgu.®> Neuspjeh ove strategije,
odnosno nedostatak poveznice izmedu smanjene koncentracije AP-peptida i povecanih
kognitivnih funkcija pacijenata i sprjecavanja napretka bolesti ne zna¢i nuzno da amiloidna
hipoteza nije to¢na. Primjerice, moguce je da su AB-peptidi samo pokretaci dogadaja koji
dovode do pojave i Sirenja bolesti, a da glavnu ulogu u tome imaju sekundarni efekti (Poglavlje

3.) Sto bi znacilo da bi uspje$na strategija bila djelovanje na sustav sekretaza u kriticnom
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trenutku koji dovodi do podetka ove bolesti.”® Sli¢ne strategije koje bi uzrokovale smanjenu
izvanstanicnu koncentraciju AB-peptida u mozdanom tkivu pacijenata zasnivaju se na
imunoterapij. Ideja ovakvih terapija je pasivno imuniziranje pacijenata koristenjem protutijela
koja su specificna za odredeni dio AP-peptida $to bi uzrokovalo njihovo uniStavanje
komplementom ili fagocitozom od strane mikroglija stanica. Vecina ovakvih terapija takoder
se pokazala neuspjeSnim u klinickim istrazivanjima uzrokujuéi negativne nuspojave i
smanjuju¢i koncentraciju izvanstani¢nog Ap-peptida bez utjecaja na kognitivne funkcije
pacijenata. Ipak, klini¢ko istraZzivanje u kojem je koriSteno protutijelo specificno za regiju od
16. do 24. aminokiseline AB-peptida pokazalo se djelomi¢no uspje$no smanjujuci koncentraciju
izvanstani¢nih agregata AB-peptida i brzinu progresije bolesti §to pokazuje i na takve agregate

kao medijatore neurotoksi¢nosti i daje povod za nastavak istrazivanja u ovom smjeru.’’

Osim djelovanja na AB-peptide, postoje razne terapije ¢ije su mete sekundarni toksi¢ni
¢imbenici poput agregacije proteina tau, gomilanja vrsta ROS 1 propadanja sinaptickih veza.
Strategija razgradnje hiperfosforiliranog proteina tau koriStenjem aktivne imunizacije
antitijelima specificnih za njegov odredeni dio pokazala se relativno uspjeSnom. Ona se temel;ji
na ubacivanju sintetickog peptida koji oponasa hiperfosforilirani protein tau u stanice pomocu
liposomalnog cjepiva Sto uzrokuje jak imunosni odgovor organizma i smanjenje koncentracije
hiperfosforiliranog proteina tau, a time i poveéanu stabilnost citoskeleta ovih neurona.’® Postoje
1 pristupi kojima je cilj stabilizirati mikrotubule ¢ime se smanjuje toksi¢no djelovanje agregata
proteina tau, a radena su 1 istraZzivanja o mogucnostima inhibicije kinaza koje fosforiliraju
protein tau. Medutim, budu¢i da ovakve kinaze igraju vaznu ulogu u biosignalizaciji stanice,
ovakve strategije Cesto nailaze na probleme negativnih nuspojava na ¢emu ¢e vjerojatno
naglasak biti u budué¢im istrazivanjima.’®!°’ Potrebno je spomenuti i studije koje su pokazale
da odredeni antiupalni lijekovi smanjuju brzinu progresije bolesti pri cemu mehanizam ovog
djelovanja jo$ uvijek nije u potpunosti istrazen, a pretpostavlja se da je glavni u¢inak djelovanja
ovakvih lijekova smanjenje neurotoksi¢nosti kroni¢nog upalnog procesa.'? Takoder, pokazano
je da povecano uzimanje antioksidansa poput vitamina E povoljno utjeCe na smanjenje brzine
progresije Alzheimerove bolesti §to je 1 o¢ekivano obzirom na ulogu vrsta ROS u nastanku i
Sirenju ove bolesti.'* Pristup koji je pokazao najveéi uspjeh u relativnom o¢uvanju kognitivnih
funkcija pacijenata je djelovanje na neurotransmitere pri ¢emu su razvijeni razni inhibitori
enzima acetilkolinesteraze, koji u sinaptickim pukotinama razgraduje acetilkolin. Inhibicijom
ovog enzima dolazi do vece postojanosti i poboljSanog prijenosa acetilkolina §to rezultira

sporijim propadanjem kognitivnih funckija ovih pacijenata.!®! Ipak, budué¢i da nijedan od ovih
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pristupa zasad nije doveo do znacajnijeg napretka u sprjeCavanju nastanka i progresije ove
bolesti, sve viSe i vSie istrazivanja temelji se na koriStenju i modificiranju Saperonske mreze

koja ima ulogu u procesiranju i odrzavanju amiloida.

5.1. Saperonske terapije

Budu¢i da su se Saperoni pokazali kao vazni ¢imbenici koji sudjeluju u patofiziologiji
Alzheimerove bolesti, ne ¢udi ogroman porast broja znanstvenih istrazivanja koja se bave
mehanizmima njithove funkcije 1 moguénostima primjene u terapiji u zadnjih nekoliko godina.
Najcesce strategije ovakvih terapija su povecavanje koncentracije odredenih Saperona koji su
se pokazazali kao u€inkoviti inhibitori stvaranja ili agregacije AB-peptida 1 hiperfosforiliranog
proteina tau te nastajanja prekomjerne koli¢ine vrsta ROS. Primjerice, u kulturi stanica i na
modelnim organizmima razvijaju se mnogi lijekovi koji povecavaju ekspresiju razli¢itih
¢lanova obitelji Saperona Hsp70. Najpoznatiji primjeri su geldanamicin i geranilgeranilaceton
(Slika 24.), lijekovi koji induciraju ekspresiju razli¢itih Saperona Hsp70 koji sprjecavaju
formiranje agregata proteina tau. Takoder, istrazivanja gdje je Saperon Hsp70 povecano
eksprimiran pomocu egzogenog plazmida pokazuju pozitivne rezultate smanjujuci agregaciju
proteina tau i sprjecavajuci apoptozu neurona sto baca zanimljivo svjetlo na moguénosti genske

terapije kao mehanizma borbe protiv ove bolesti.!%1%?

b)

Slika 24. Struktura tvari koje povecavaju ekspresiju Saperona Hsp70 i Hsp90 u modelu laboratorijskog misa: a)
geldanamicin, b) geranilgeranilaceton. Preuzeto s https://commons.wikimedia.org /wiki/File:Geldanamycin.svg!%

i http://www.adooq.com/geranylgeranylacetone.htm]!'%
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Osim pojacanom ekspresijom, koncentracija ovakvih Saperona moze se povecati
njihovim egzogenim dodatkom. Primjerice, na modelu laboratorijskog miSa utvrdena je
smanjena koncentracija AP-peptida i povecanje kognitivne sposobnosti nakon intranazalno
primljenog egzogenog Saperona Hsp70. Osim direktnog djelovanja ovako ubacenih Saperona
na smatanje proteina, pretpostavlja se njihov utjecaj i na pojacanje imunosnog odgovora $to
uzrokuje lakse proc¢is¢avanje izvanstani¢nih agregata, ali i na smanjenje vrsta ROS. Budu¢i da
Saperoni Hsp70 sudjeluju u brojnim drugim stani¢énim procesima, u eventualnoj primjeni
ovakvih ili sli¢nih lijekova u terapiji bit ¢e potrebno paziti na oCekivane negativne nuspojave

uzrokovane poremeéenom koncentracijom ovih $aperona.'

Izuzev povecanja koncentracija Saperona koji povoljno djeluju na sprjecavanje toksi¢nih
uc¢inaka akumulacije AP-peptida i1 proteina tau postoje i strategije kojima je cilj inhibirati
odredene Saperone koji uzrokuju pojacani stupanj agregacije i toksicnosti ovih peptida. Jedan
od ovakvih pristupa je 1 koriStenje inhibitora Saperona Hsp90 koji sprjecavaju hidrolizu
molekule ATP-a vezu¢i se za domenu NTD ili CTD Saperona Hsp90. Medutim, ovakvi
inhibitori toksi¢ni su za stanicu zbog brojnih uloga Saperona Hsp90 u stani¢nim procesima
¢ijom inhibicijom moZe do¢i do apoptoze. Ve¢ spomenuti geldanamicin ispostavio se kao
relativno djelotvoran inhibitor Saperona Hsp90 djeluju¢i na njegovu domenu NTD Ssto je dovelo
do razvijanja nove generacije lijekova baziranih na njemu. Jedan od tih lijekova je 17-
(alkilamino)-17-demetoksigeldanamicin koji uzrokuje procis€avanje i sprjeCavanje agregacije
proteina tau pri ¢emu je njegovo toksi¢no djelovanje znacajno manje od toksi¢nog djelovanja
geldanamicina. Takoder, buduci da koSaperoni odreduju afinitet Saperona Hsp90 prema svojim
supstratima, postoje modeli koriStenja inhibitora kojima je cilj selektivnho djelovati na
interakcije Saperona Hsp90 sa svojim koSaperonima vezuci se za njihovu domenu CTD. Ova
strategija pokazuje puno potencijala zbog moguénosti smanjivanja negativnih nuspojava koje
uzrokuje potpuna inhibicija sustava Hsp90 pri ¢emu su nuspojave ipak moguce zbog relativne
slicnosti mehanizama vezanja razli¢itih koSaperona za domenu CTD Saperona Hsp90. Takoder,
predvida se razvijanje terapija kojima se djeluje direktno na koSaperone. Primjerice, poznate su
tvari koje se vezu za domenu F1 ili F2 koSaperona FKBP1 ¢ime sprjecavaju njegovo pozitivno
djelovanje na stabilizaciju i1 agregaciju proteina tau. Ovakav pristup zasad se nije pokazao
uspje$nim budu¢i da mnogi drugi proteini imaju domene sa slicnom ulogom domenama F1 i
F2, a nije zanemariva ni ¢injenica da ovaj koSaperon sudjeluje i u mnogim drugim stan¢nim
procesima koji su zbog ovakvih tvari inhibirani. Iz ovih razloga posebna pozornost pocinje se

pridavati inhibitorima domena TPD Saperona Hsp90. Ipak, ispostavilo se da su domene TPD
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svih koSaperona koji ih sadrze izuzetno oCuvane Sto znaci da bi ovakvi lijekovi takoder djelovali
na viSe meta i potencijalno ugrozili zivot stanice zbog ¢ega ¢e se u buduc¢nosti naglasak staviti
na inhibiciju modulatora sustava Hsp90-FKBP1. UspjeSnim bi se mogli pokazati i pristupi koji
se fokusiraju na druge kosSaperone poput kosaperona Ptl ili CHIP ¢ijom bi se poveéanom
ekspresijom postigla veca kompeticija vezanja ovih koSaperona za sustav Hsp90 $to bi
uzrokovalo defosforilaciju proteina tau i njegovu proteosomalnu razgradnju.'®’ Ipak, navedeni
pristupi terapije Saperonima, ali i mnogi drugi, joS uvijek se testiraju na animalnim i stani¢nim
modelima, a njihova eventualno uspjesna primjena kao lijekova ovisit ¢e o uspjesnosti klinickih
testiranja kojima ¢e biti cilj utvrditi reakcije ljudskog organizma na kvantitativno i kvalitativno
moduliranje kompleksne Saperonske mreze. Potencijal ovakvih pristupa vidi se iz rezultata
uspje$nih eksperimenata na spomenutim modelima, a dobri rezultati klinickih istrazivanja
znacili bi velik korak naprijed u borbi protiv Alzheimerove, ali i drugih neurodegenerativnih

bolesti.

6. Zakljucak

Amiloidna hipoteza Alzheimerove bolesti predvida akumulaciju i agregiranje Ap-
peptida te njihovo toksi¢no djelovanje na razli¢ite stani¢ne procese koje uzrokuje apoptozu
neurona i prekid sinapti¢kih veza §to dovodi do pojave demencije. Dakle, moglo bi se re¢i da
je Alzheimerova bolest po ovoj hipotezi poremecaj uzrokovan neuspjehom odrzavanja stanicne
proteostaze, odnosno regulacije koncentracije i1 kvalitete proteina u stanici. Ovakvom
razmiSljanju okrenula se 1 biomedicinska znanost koja posljednih godina naglasak u lijecCenju
ove bolesti stavlja na Saperone kao medijatore staniCne proteostaze Cija kvantitativna ili
kvalitativna modulacija ima potencijal sprjeCavanja i usporavanja napretka Alzheimerove
bolesti. Iz teksta je vidljivo da upotreba razli¢itih Saperona u kulturi stanica ili Zivotinjskim
modelima ima potencijal smanjivanja agregacije AB-peptida i proteina tau koji se vjerojatno
temelji na njithovim pojedinacnim ulogama. Buduca istrazivanja kojima ¢e ovi Saperoni biti
posloZeni u funkcionalnu mreZu nece samo doprinijeti boljem razumijevanju mehanizama
njihova djelovanja, ve¢ i razvoju novih modela lijekova koji bi u kona¢nici mogli znaciti
uspjesno lijecenje ove bolesti djelujuéi na njezin uzrok, a ne na njezine simptome. Ipak, unato¢
relativno neuspjeSnim rezultatima klini¢kih testiranja, potencijal jo§ uvijek imaju i1 pristupi
smanjivanja sekrecije i agregacije Ap-peptida u kojima ¢e cilj biti izolirati klju€an trenutak za
ovakvo djelovanje $to ¢e biti omoguceno tek potpunim razumijevanjem mehanizama nastanka

razli¢itih oblika ovog peptida. Smatram da bi se oba navedena pristupa u buduénosti mogli
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pokazati uspjeSnima pri ¢emu ¢e taj uspjeh ovisiti o naglasku na razumijevanju mehanizama
procesiranja amiloidnih proteina i odrzavanja proteostaze, a ne na razmis$ljanju u okviru veé

poznatih ¢injenica koje nisu dale Zeljene rezultate.
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8. Sazetak

Alzheimerova bolest je progresivni neurodegenerativni poremecaj uzrokovan
akumulacijom 1 agregacijom [-amiloidnih peptida koja rezultira brojnim toksi¢nim
¢imbenicima poput neurofilamentnih zapleta hiperfosforiliranog proteina tau, poveéanog
stupnja nastajanja reaktivnih kisikovih vrsta, kroni¢nog upalnog odgovora, ionske neravnoteze
i u konacnici apoptoze neurona te prekid sinaptickih veza $to uzrokuje demenciju. Buduéi da
ova bolest u svojoj osnovi sadrzi poremecaje u stanicnoj proteostazi i metabolizmu proteina,
kao vazan ¢imbenik njezine patofiziologije pokazali su se Saperoni. To su proteini koji sudjeluju
u brojim staniCcnim procesima poput smatanja novosintetiziranth 1 nepravilno smotanih
proteina, translokacije proteina preko membrane, razmatanja makromolekulskih agregata i
aktivacije brojnih enzima te receptora ¢ime na nezamjenjiv nain reguliraju stani¢nu
proteostazu. U zadnjih nekoliko godina utvrdene su uloge razli¢itih Saperonskih obitelji u
sprjecavanju, ali 1 pogodovanju agregacije B-amiloida i1 proteina tau, modulaciji imunosnog
odgovora 1 smanjenju oksidativnog stresa stanice te direktnom sprje¢avanju apoptoze neurona.
Iz ovog razloga sve viSe strategija lijeCenja Alzheimerove bolesti temelji se na modulaciji
Saperonskog sustava $to bi moglo predstavljati velik korak u lijecenju ove, ali 1 drugih
neurodegenerativnih bolesti. Ipak, preduvjet za uspjesnost takvih istrazivanja je razluCivanje
mehanizama Saperonskih sustava u kontekstu Saperonske mreze §to bi odgonetnulo detaljniju
ulogu ovakvih sustava u navedenim bolestima ¢ime bi se otvorile nove perspektive njihova

lijeCenja.
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9. Summary

Alzheimer's disease is a progressive neurodegenerative disorder caused by abnormal
accumulation and aggregation of amyloid-P peptide which results in various toxic effects such
as neurofibrillary tangles of hyperphosphorilated tau protein, increased concentration of
reactive oxygen species, chronic inflammation and ionic disequilibrium, all of which ultimately
lead to neuronal apoptosis and loss of synapses, thus causing dementia. The most important
element of this disease is a disruption of cell proteostasis which is why molecular chaperones
have shown to be one of the main factors in its pathophisiology. Molecular chaperones are
proteins that are involved in many cellular events such as folding of newly synthesized and/or
unfolded proteins, membrane translocation of macromolecules, unfolding of protein aggregates
and maintining the function of many enzymes and receptors. Recently, many functions of
chaperones in prevention and amelioration of the aggregation of amyloid proteins have been
found. Furthermore, their role has been recognized in modulating the immune system, in
reducing the concentration of reactive oxygen species and in preventing cell apoptosis directly.
This is why many of new strategies of treating Alzheimer's disease are based on modulating the
chaperone systems which could be a big step in curing this and many other neurodegenerative
diseases. For these strategies to succeed, intensive research regarding mechanisms of chaperone
function in the context of the chaperone network will have to be conducted. This would reveal

a detailed role of these systems in Alzheimer's and other neurodegenerative diseases.
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