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Popis kratica

MCI (engl. mild cognitive impairment) — blagi kognitivni poremecaj
PET — pozitronska emisijska tomografija

FDG-PET - fluorodeoksiglukoza-pozitronska emisijska tomografija
AP — amiloid beta

APP — amiloidni prekusorski protein

PSEN1/PS1 — presenilin 1

PSEN2/PS2 — presenilin 2

APOE - apolipoprotein E

fMRI — funkcionalna magnetska rezonancija

cGMP — cikli¢ki gvanozin monofosfat

GTP — gvanozin trifosfat

NADH — nikotinamid adenin dinukleotid

FADH: - flavin adenin dinukleotid

kB — kilobaza

Pfkfb3 (engl. 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3) - 6-fosfofrukto-2-
kinaza/fruktoza-2,6-bifosfataza 3

ATP — adenin trifosfat

ADP — adenin difosfat

DNA (engl. deoxyribonucleic acid) — deoksiribonukleinska kiselina
Mt - mitohondrijski

MERC (engl. mitochondria-ER contact) — mjesto kontakta izmedu mitohondrija i

endoplazmatskoga retikuluma

MAM (engl. mitochondria-associated membranes) — membrane vezane uz mitohondrije



PDH - piruvat dehidrogenza
PDK — piruvat dehidrogenaza kinaza
ICDH - izocitrat dehidrogenza

KGDHC (engl. alpha-ketoglutarate dehydrogenase complex) — alfa-ketoglutarat dehidrogenaza

kompleks

SDH — sukcinat dehidrogenaza

MDH — malat dehidrogenaza

COX (engl. cytochrome c oxidase) — citokrom c oksidaza
HNE — 4-hidroksinonenal/4-hidroksi-2-nonal

NMDA — N-metil D-aspartat

GLT — glutamatni transporter

LDH - laktat dehidrogenaza

MCT — monokarboksilatni transporter

NNOS — neuralna sintaza du8i¢nog oksida

HIF (engl. hypoxia-inducible factor) - hipoksijom inducirani ¢imbenik

AICD (engl. the amyloid precursor protein intracellular domain) — intracelularna domena amiloid

prekursornog proteina

CaMK (engl. Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase) — protein kinaza ovisna o

Ca2+/kalmodulinu

GSK3p — glikogen sintaza kinaza 3p

Ub — ubikvitin

HRE (engl. Hypoxia-Response Element) — element odgovora na hipoksiju

TOM (engl. translocase of the outer membrane) — translokaza vanjske membrane
TIM (engl. translocase of the inner membrane) — translokaza unutarnje membrane

MCU (engl. mitochondrial calcium uniporter) — mitohondrijski uniporter kalcija



MDYV (engl. Mitochondrial-Derived Vesicles) — vezikule nastale od mitohondrija
MDC (engl. Mitochondrial-Derived Compartment) — odjeljci nastali od mitohondrija

MICOS (engl. mitochondrial contact site and cristae organizing system) - proteinski kompleks

sustava za organiziranje krista mitohondrijskog mjesta kontakta
PPAR — peroksisomski proliferatorom aktivirani receptor
TPP — tiamin pirofosfat/difosfat

CoA/CoASH (engl. coenzyme A) — koenzim A
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Sazetak

Poremecaji funkcije mitohondrija u Alzheimerovoj bolesti
lvan Kola

Alzheimerova je bolest neurodegenerativna bolest rastuce prevalencije bez ucinkovite terapije i
nerazjasnjene patogeneze. Postoje dva pogleda na etiologiju i patogenezu, a to su amiloidna i
mitohondrijska kaskadna hipoteza. Hipoenergoza i poremecaji metabolizma rani su nalaz i javljaju
se godinama prije klinickog razvitka bolesti $to smjesta mitohondrije u srediSte patogeneze kod
obiju hipoteza. U sustini, naruSena je funkcija metaboli¢kih enzima i oksidativne fosforilacije uz
izmjenu strukture i ekspresije genoma te pogorsanje oksidativhog stresa. Navedeni poremecaiji
nisu izolirani, ve¢ si medusobno pojacavaju negativan ucinak na funkciju mitohondrija i u
konacénici neurona. Rastuci je broj otkrivenih disfunkcija koja se javljaju u mitohondrijima dok nam
fizioloSka uloga mitohondrija i njihova vaznost za normalno funkcioniranje stanica postaje jasnija.
Otkrica normalnih i abnormalnih procesa u kojima mitohondriji sudjeluju medusobno se
nadopunjuju i pruzaju nam cjelovitiji uvid u problematiku te nam otvaraju nove moguénosti

intervencije i dijagnostike.

KLJUCNE RIJECI: Alzheimerova bolest, mitohondriji, amiloidna kaskadna hipoteza,

mitohondrijska kaskadna hipoteza, hipoenergoza, disfunkcija mitohondrija



Summary

Mitochondrial dysfunction in Alzheimer's disease
lvan Kola

Alzeheimer's disease is chronic, progressive neurodegenerative disease with increasing
prevalence and without an effective treatment. Amyloid cascade hypothesis and mitochondrial
cascade hypothesis are trying to explain the etiology and pathogenesis of the disease. Since it
was found that hypoenergosis with accompanying hypometabolism are earliest findings which
precede onset of clinically verifiable disease by years, dysfunctional mitochondria are thought to
be key factors fueling the manifestation and progression of the disease. In a nutshell, activity of
bioenergetic machinery is diminished and oxidative stress is increased in addition to structural
changes of mtDNA and downregulated expression of its genes. All of these changes have
negative impacts on each other while worsening the dysfuntion of mitochondria and neurons. In
addition to our better understanding of the underlying dysfuntion, physiological functions are also
being ellucidated. Together, they give us hope that new and more effective treatments and
diagnostic tests are going to be developed in the near future.

KEYWORDS: Alzheimer's disease, mitochondria, amyloid cascade hypothesis, mitochondrial

cascade hypothesis, hypoenergosis, mitochondrial dysfunction



1. Uvod

Alzheimerova bolest je progresivha neurodegenerativna bolest karakteriziran pojavom
ekstracelularnih AB-plakova i intracelularnih neurofibrilarnin snopi¢a. Tipi€no se dijagnosticira
nakon 65-te godine kada se jave poremecaji u radnoj memoriji uz gubitak sje¢anja na nedavne
dogadaje iako se sama bolest javlja puno ranije. Rijetko se moZe manifestirati i kao kognitivni
deficit bez zahvac¢anja memorije. Postoji viSe varijanti tog neamnesticnog oblika poput vizualne
varijante, logopeni¢ne i disegzekutivhe varijante. Ove se varijante javljaju primarno kod mladih
pacijenata. S napredovanjem bolesti javljaju se deficiti i u govoru, vizuospacijalnom procesiranju
i egzekutivnoj funkciji. Tezina simptoma i njihov napredak razli¢iti su medu pacijentima. Osim
ranih poremecaja u memoriji u samome pocetku bolesti pacijenti se znaju zaliti na subjektivno
opadanje kognitivnih sposobnosti koje se u po¢ecima ne mogu zamijetiti objektivnim kognitivnim
testovima. U tim pocCecima bolest ne mozemo zvati demencijom, ve¢ blagim kognitivnim
poremecéajem (MCI). Demencijom stanje pocinjemo nazivati kad je kognitivni poremecaj dovoljno
tezak da utjeCe na svakodnevni zivot i kad osoba prestaje biti samostalna. Prije razvitka boljih
klinickih testova uz biomarkere u cerebrospinalnoj tekuéini i markere za pozitronsku emisijsku
tomografiju (PET), Alzheimerova se bolest smatrala kliniCkopatoloSkim entitetom umjesto
neurobioloSkim stanjem kakvim se danas smatra (1-5). Mehanizam se kognitivhog propadanja
primarno veze uz sinapti¢ku disfunkciju koja dovodi do gubitka neurona i integriteta neuralnih
mreza. Obje prezentacije, neamnesti¢ka i amnesti¢ka, imaju Ap depozite po cijelome mozgu, dok
je proSirenost neurofibrilnih snopi¢a specificna za simptome koji se javljaju. Njezin se utjecaj na
kognitivno propadanje nerijetko ispreplice s ostalim uzrocima demencije u starijoj dobi poput
cerebrovaskularnih bolesti i drugih neurodegenerativnih bolesti (6,7). Glavni su rizi¢ni faktor za
razvitak bolesti godine i nesto je veca prevalencija kod Zena (8). Rijetko dominantne nasljedne
mutacije u genima APP, PSEN1 i PSEN2 dovode do dominantno nasljednog oblika bolesti koji
se javlja Cetrdesetak godina ranije od sporadi¢nog oblika (9). Kod sporadi¢noga je oblika nadeno
Sestotinjak gena koji u vecoj ili manjoj mjeri utjeCu na rizik od razvitka bolesti, a medu njima su
polimorfizmi u APOE genu najvazniji genetski rizicni faktor (10). Postoji i nekoliko rizi¢nih faktora
u srednjim godinama na koje se moze utjecati poput metabolickih faktora (diabetes mellitus,
hipertenzija, pretilost i niske razine HDL kolesterola), gubitka sluha, traumatske ozljede glave i
zlouporabe alkohola. Rizi¢ni su faktori u starijoj Zivotnoj dobi puSenje, depresija, niska razina
tielesne aktivnosti, drustvena izolacija, diabetes mellitus i zagadenost zraka. U ovoj dobi se
depresija, niska razina tjelesne aktivnosti i druStvena izolacija mogu isprepletati i s ranim

simptomima bolesti (11,12). Od navedenih su rizi¢nih faktora najznacajniji hipertenzija i diabetes



mellitus u srednjim, ali i u starijim godinama Zivota zbog njihove uloge u nastanku aterosklerotskih
i arteriolosklerotskih cerebrovaskularnih bolest koje podrZzavaju patogenezu i manifestaciju
Alzheimerove bolesti (13-15).

Nijedna od danas dostupnih terapija ne dovodi do izlje€enja bolesti te ima vrlo mali utjecaj na
usporavanja progresije bolesti. Uz to, incidencija i prevalencija rastu starenjem stanovnistva sto
stvara velik socijalni i ekonomski teret. Novija istrazivanja upuéuju na to da se poremecaj u
funkciji mitohondrija javljaju u samim poc€ecima bolesti, prije odlaganja Ap-plakova i stvaranja
neurofibrilarnih snopiéa. Bolje razumijevanje mehanizama koji dovode do disfunkcije mitohondrija
te razumijevanje meduovisnosti njihove disfunkcije s ostatkom pronadenih patoloSkih supstrata

bolesti omogucit ¢e otkrivanje uc€inkovitije terapije i dijagnostike.



2. Metabolizam stanica mozga

Metabolizam se stanica mozga mozZe drasticno mijenjati u ovisnosti o aktivnosti neurona
podrzavajuéi fizioloSke procese u njima. Promjene su metabolizma dinami¢ne i neophodne za
normalnu kognitivhu funkciju te plasti€nost mozga. Dovode do promjena u oksidativhom stanju
stanica i induciraju aktivnost transkripcijskih senzora oksidativnog stresa. Bitno je razumijevanje
uloge metabolizma i gena reguliranih metaboliCkim stanjem u funkciji neurona jer nam mogu
razjasnit kako u bolestima kod kojih je metabolizam neurona zahvacen dolazi do poremecaja

kognitivnih funkcija (16).

Sve stanice u organizmu ovisno o svojim potrebama za energijom mogu regulirati lokalni protok
krvi i time dotok kisika i metabolita. Ovo vrijedi i za neurone, ali njihova je potreba za energijom
izrazito dinami¢na, ovisna ponajprije o funkciji sinapsi, te dovodi do kompenzatornih promjena u
metabolizmu i krvozilju koji podrzavaju njihov rad. Zahtjevi stanica mozga u konac¢nici dovode do
toga da je za normalnu funkciju mozga nuzna stroga prostorna i vremenska regulacija

metabolizma koja seze od pojedinih regija sve do pojedinacne sinapse (17).

Mozak je izrazito vaskulariziran organ u kojemu se svaki neuron nalazi unutar 15um od krvne zile
(18) Vaskulatura se sastoji od visSe funkcionalnih segmenata s razli€itim tipovima stanica koje, uz
stanice mozdanoga tkiva, tvore neurovaskularnu jedinicu sa svojstvima koja ju ¢ine posebnima u

organizmu poput krvnomoZdane barijere i mogucnosti neurovaskularne sprege(19).

Mozak potrosi vise od 20% ukupno iskoristenog kisika u aerobnome metabolizmu, a oko 80% od
toga potroSe samo neuroni, iskoriStava 25% sveukupno iskoriStene glukoze, a sacinjava samo
2% tjelesne mase (20). NajviSe se koristi glukozom u metabolizmu, uz laktat i ketonska tijela, a
oshova za dostatnu proizvodnju energije su zdravi mitohondriji. Veéina se proizvedene energije
utrosi na razini sinapsi, ponajvide na obnovu i odrzavanje membranskoga potencijala, a potom i
na sintezu i otpustanje neurotransmitera, recikliranje vezikula te na transport duz aksona. Iz
ovoga je ocito da se potrebe za energijom u pojedinim regijama mozga drasti¢no mogu razlikovati
(21-24). Osim 5to je za njihovu funkciju neophodna odgovarajuca dostava metabolita i kisika,
pocela se rasvjetljavati i uloga hipoksije u moduliranju rada neurona kako u patoloskim stanjima
tako i u fizioloSkim (25,26).

Dinamicne su metaboliCke potrebe za energijom, koje se vremenski i prostorno stalno mijenjaju,
zadovoljene pomoc¢u neurovaskularne i neurometaboliCke sprege. Neurovaskularna je sprega
mogucénost mijenjanja lokalnog protoka krvi u ovisnosti o energetskim potrebama neurona $to

dovodi do promjena u dotoku glukoze i kisika (27). Funkcionalna magnetska rezonancija (fMRI)
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iskoridtava ovaj fizioloSki proces za vizualizaciju aktivnosti mozga to je naslo svoju primjenu u
klinici i istrazivanjima. Glavni je medijator neurovaskularne sprege slobodni radikal duSi¢ni oksid
koji se sintetizira ovisno o aktivaciji NMDA receptora i dovodi do vazodilatacije arteriola tako Sto
potakne stvaranje cGMP-a koji aktivira kinaze ovisne o cGMP-u (28). U regulaciji protoka krvi
veliku ulogu imaju i astrociti. Otpustaju kalcij iz svojih nozica i time aktiviraju signalne puteve u
pericitima, koji imaju sposobnost kontrakcije, $to dovodi do povecanog protoka krvi u kapilarama
(29,30). U sklopu pojma neurometaboli¢ke sprege primarno se opisuje odnosu izmedu astrocita
i neurona tijekom njihove povecane aktivnosti i potrebe za energijom. Primjer poveéene
neuronske aktivnost jest pove¢ana glutamatna neurotransmisija. Astrociti omogucéavaju
ponovljenu transmisiju pomoc¢u glutamat-glutaminskoga ciklusa (31). Ciklus omogucava
prestanak djelovanja glutamata u sinapti¢koj pukotini koji se potom pretvara u glutamin, a on se
prenosi u neurone obnavljajuci zalihe neurotransmitera. Unos glutamata u astrocite je omoguéen
putem GLT-1 simporterai ovisan je o natriju $to povecéava njegovu koncetraciju u astrocitima (32).
Nastala povecana koncentracija natrija u astrocitima aktivira Na-K-ATPazu koja omogucéava
povecan unos glukoze u astrocite i potiCe aktivnost glikolize (33). Astrociti i neuroni u ovim
uvjetima mogu imati inverzne, ali komplementarne metaboli¢ke profile Sto znaci da astrociti mogu
primarno metabolizirati glukozu glikolizom do laktata dok neuroni ovise o oksidativnhom
metabolizmu, a glukozu u ovim uvjetima metaboliziraju,osim glikolizom, ponajvise pomoéu
pentoza fosfatnog puta stvaraju¢éi NADH kojeg koriste za neutralizaciju kisikovih radikala. U
konacnici se glukoza u astrocitima primarno metabolizira u laktat kojeg neuroni koriste u
oksidativnom metabolizmu za stvaranje energije Sto je srz hipoteze astrocitno-neuronskog Satla
(ANLS) (34,35). Njome se pokuSava opisati mehanizam neurometaboliCke sprege to jest jedan
od nacina na koji se neuroni mogu prilagoditi na pove¢ane zahtjeve za energijom. Istrazuju se i
interakcije izmedu aktivnosti neurona i krvnomozdane barijere, a otkriveno je da povecana
aktivhost neurona putem pericita i astrocita moze utjecati na permeabilnost krvnomozdane
barijere (36).



Slika 1. Prikazana je neurovaskularna jedinica tijekom glutamatne neurotransmisije i interakcije unutar nje
koje dovode do prilagdbe na pove¢an metabolizam (16). Napravljeno u aplikaciji Biorender.com (262) uz

izdanu licencu za objavljivanje (Agreement number: FH24EFGL1W)

Uz dostatan priljev metabolita kisik je neophodan za u&inkovit metabolizam neurona i time njihovo
funkcioniranje, zato je vazno da je tijekom aktivnosti odrzana njegova koncentracija u optimalnom
rasponu u mikrookoliu. Prestankom povecane aktivnosti pak dolazi do pada koncentracije kisika
Sto je zabiljezeno pomoc¢u fMRI-e (37). Jedno od objasnjenja jest da po prestanku aktivnosti
nastaje sraz izmedu odrzanog povecanog metabolizma dok se protok krvi vraca na pocetnu
razinu. Zajedno ovi procesi dovode do fizioloSke hipoksije neurona (38,39). Unato€ uvrijeZenom
miSljenju da je hipoksija iskljuCivo nepovoljna za neurone i da su oni izrazito osjetljivi na nju, uvida
se i funkcionalna uloga fizioloSke hipoksije. Niska je koncentracija kisika primjerice neophodna
za normalan embrionalni razvoj mozga, a u slu€aju odrasloga mozga u ekstremnim uvjetima

ishemi¢nog mozdanog udara otkriveno je da je potaknuta proliferacija neuralnih mati¢nih stanica



i neurogeneza (40,41). Hipoksija i prate¢a promjena redoks stanja neurona svoj regulatorni uéinak
na fiziologiju neurona ostvaraju pomocu transkripcijski faktora induciranih hipoksijom (HIF-ovi)
koji reguliraju 1%-1,5% genoma (42). Produkti tih gena povezani su povecanjem ucinkovitosti
metabolizma i sve je viSe dokaza da imaju bitnu ulogu u plasti¢nosti mozga dok se disregulacija

ekspresije HIFova povezuje s poremeéajima u ucenju i pamcenju (43,44).

Normalna koncentracija kisika Snizena koncentracija kisika

Stanicna jezgra

HIF-1beta

Poticanje transkripcije

Ubikvitinacija

i razgradnja ARG PFKFB3 1K Glikoliza
EEREIONNNR FokT k| meTat
Slika 2. Aktivnost se HIF-1a proteina mijenja ovisno o koncentraciji kisika. Pove¢anjem aktivnosti veZe se

za HIF-1beta Cime se povecava transkripcija gena koje regulira (16). Napravljeno u aplikaciji Biorender.com

(262) uz izdanu licencu za objavljivanje (Agreement number: LP24EFGSN1)



3. Struktura i funkcija mitohondrija

Mitohondriji su stani¢na tjeleSca koja se nalaze u svim ljudskim stanicama osim u crvenim krvnim
stanicama. Stanicama omogucuju aerobno stvaranje ATP-a, koji je neophodan za integritet i
funkciju stanica. Mogucnost aerobnog stvaranja ATP-a znacajno povecéava iskoristivost
oksidacije metabolita zbog ¢ega su mitohondriji okosnica metabolizma ljudskih stanica. Otkrio ih
je fiziolog Albert von Kolliker 1857.9., a 1898.g. Carl Benda ih je po prvi put nazvao mitohondrijima
(MiTog-nit + xovdpiov-zrnce). Sastoje se od dva lipidna dvosloja koja sacinjavaju vanjsku
membranu, unutarnju membranu i kriste. Izmedu membrana nalazi se medumembranski prostor,
a u srediS$tu omedenom unutarnjom membranom nalazi se viskozni mitohondrijski matriks.
Povr$ina im seZe od 0.75 do 3 um?, a i veli¢ina, i oblik, i struktura (ponajviSe izgled i sastav
membrana) kao i brojnost te raspored unutar stanica su promjenljivi 8to se naziva
mitohondrijskom dinamikom. Upravo je ta dinamika mitohondrija nacin na koji se oni mogu
prilagoditi na promjenljive prostorne i vremenske zahtjeve stanica za energijom (45,46). Vecinu
mitohondrijskih proteina kodira stani€na DNA, ali dijelom i mitohondrijska, kruzna dvolan€ana
DNA koja sli¢i na bakterijski genom (47). Zanimljivo je kako mitohondrijski genom nije kompletan,
ve¢ se vecina gena preselila i ugradila u stani¢ni genom. Nasljedivanje je maternalno putem
citoplazme oocite uz zanemariv prijenos putem spermija (48). Otkricem Krebsova ciklusa 1950ih
smatralo se da je jedina uloga mitohondrija u stanici proizvodnja ATP-a, ali danas se zna da povrh

stvaranja ATP-a sudjeluju u brojnim biosintetskim procesima i signalnim putevima (49).

Metaboliti/proteini
Unutarnja medumembranskog MICOsS Spojna tocka kriste
membrana prostora Krista

Vanjska
membrana

ATP K'kanal

TOM
kompleks Kanali/
Medumembranski transporteri/
prostor izmjenjivadci
metabolita

MCU MFN2 MFN1

Slika 3. Struktura mitohondrija, detaljnije objasSnjena u nastavku teksta (60). Napravljeno u aplikaciji

Biorender.com (262) uz izdanu licencu za objavljivanje (Agreement number: LN24EFKC38)
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Vanjska membrana odvaja organelu od citosola. Njezina je uloga transport metabolita, nukleotida,
iona, malih molekula kao i proteina koji ¢e biti dijelom fosfolipifnih dvosloja, intermebranskoga
prostora i matriksa. Za to su zasluzni porini, medu njima najvazniji VDAC za male molekule i
metabolite te translokaze i TOM kompleks, za proteine. Za razliku od unutarnje membrane,
jednostavne je strukture, ,glatka“ je i jer su navedeni porini za molekule manje od 5000 daltona
posve permeabilni, male otopliene tvari izmedu citosola i intermembranskog prostora mogu
slobodno difundirati. Vanjska je membrana mjesto interakcije s ostalim organelama (Slika 5), $to
omogucuje reguliranje funkcije mitohondrija i mjesto je na kojemu se sabiru, integriraju pa
prenose u matriks informacije od stani¢nih signalnih puteva i putem koje se prenose signali iz
mitohondrija u citosol, a oSteé¢enje njezine cjelovitosti i otpustanjem sadrzaja intermembranskoga
prostora u citosol dolazi do apoptoze stanice (50). Zahvaljujuéi brojnim dokazima i rastu¢em broju
signalnih kaskada koji se sluze vanjskom mitohondrijskom membranom, mitohondriji su se poceli
nazivati signalnim organelama (51,52). Proteini u vanjskoj membrani zasluzni su i za proces fuzije
i fisije mitohondrija, kljuénog procesa u sklopu mitohondrijske dinamike, koji omogucéavaju

normalno funkcioniranje mitohondrija te njihovu preraspodjelu unutar stanice (Slika 4) (53).

Bazalni uvjeti

DRP1
b Fisija Fuzija

» Preduvjet za mitofagiju
» Povecano stvaranje kisikovih radikala
+ Omoguéena preraspodjelu mitohondrija u stanici

+ Omogucéeno dijeljenje sadrZzaja matriksa
+ Povecana proizvodnja ATPa

Slika 4.Fuzija i fisija proteina te njihove posljedice (60). Napravljeno u aplikaciji Biorender.com (262) uz

izdanu licencu za objavljivanje (Agreement number: EZ24EFKPJY)

Proces fuzije omogucuju mitofuzin 1 (MFN1) i mitofuzin 2 (MFN2), proteini koji se nalaze u sklopu
vanjske membrane i ¢lanovi su obitelji proteina slicnih dinaminu, te uz njih fuziju omogucuje OPA1

protein koji se nalazi u unutarnjoj membrani. Nadalje, MFN2 sudjeluje i u procesu fuzije, sluzi i



kao spona izmedu membrana mitohondrija i endoplazmatskoga retikuluma (54,55). Fisiju
mitohondrija posreduje DRP1 protein koji se nalazi u citosolu i po prelasku u mitohondrij, Sto ovisi
0 aktivnosti kalcineurina i koncentraciji kalcija, proces zapocinje ulazeci u interakciju s MFF,
MID49, MID51 i FIS1 proteinima. Fisija se odvija u neposrednoj blizini tubula endoplazmatskog
retikuluma i podrzana je kontrakcijom citoskeleta uz mitohondrijsku membranu (56-59).
Mitohondriji stvaraju i male Cestice odvojene membranom (MDV i MDC) cijepajuéi ih od sebe.
Tako osim putem vanjske membrane, u interakciju s ostalim organelama mogu u¢i pomocu
vezikula nastalih od mitohondrija (MDV) dok pomoc¢u odjeljaka nastalih od mitohondrija (MDC)

rieSavaju se disfunkcionalnih proteina time vrseci provjeru kvalitete(Slika 5) (60).

POGRESNO OERADENI

PLAZMATSKA MEMBRANA MEMBRANSKI PROTEINI

LIPIDNA KAPLJICA

LIZOSOM

MITOHONDRIJ

/-\
ENDOSOM
g MEDUMEMBRANSKI PROTEINI

’
- G .
= ENDOPLAZMATSKI
RETIKULUM

Slika 5. Interakcija mitohondrija i MDVa s organelama. Kontrola kvalitete pomoéu MDC ¢estica. (60)

Napravljeno u aplikaciji Biorender.com (262) uz izdanu licencu za objavljivanje (Agreement number:
MH24EFLOTC)

Najbolje je proucena interakcija s endoplazmatskim retikulumom. U interakciju ulaze putem
proteinskih mostova, ponajvise sacinjenih od MFN2 proteina (mogu homooligomerizirati jer se
nalaze u obje membrane) i u manjoj mjeri VAPB i PTPIP5I proteina. Ti proteinski mostovi vezu
membranu mitohondrija za membranu endoplazmatskoga retikuluma tvoreci kontaktno mjesto
izmedu mitohondrija i endoplazmatskoga retikuluma (MERC). MERC je mjesto gdje zapo inje

fisja mitohondrija te je mjesto gdje se fosfolipidi razmjenjuju izmedu membrana



endoplazmatskoga retikuluma i mitohondrija. Pomocu te se strukture odvija i signaliziranje ionima
kalcija bitnim za zavrSetak fisije, za aktivnost enzima i za apoptozu $to ¢e biti podrobnije opisano
kasnije (61,62). Osim s endoplazmatskim retikulumom ulaze u interakciju i s lizosomima,
peroksisomima, endosomima, melanosomima, lipidnim kapljicima i stani€chom membranom
putem membranskih mjesta kontakta, mjesta na kojem dvije membrane teku paralelno nekoliko
nanometara na istoj udaljenosti, vezani membranskim proteinima. Opseg funkcionalnih
implikacija ovih interakcija se tek pocinje rasvjetljavati. Spona s plazmatskom membranom
omogucuje asimetri¢nu distribuciju fuziranih mitohondrija time utjeCuéi na sudbinu mati¢nih
stanica, a uz to kontaktna mjesta sudjeluju u regulaciju influksa ekstracelularnoga kalcija. Kod
interakcije s endosomima omogucen je unos zeljeza (on im je neophodan za stvaranje zeljezo-
sumpor klastera i hema bitnih za funkcioniranje elektronskoga lanca) putem transferina direktno
u mitohondrije i unos kolesterola. Lizosomi doprinose mitohondrijskoj homeostazi degradacijom
osteéenih mitohondrija, ali osim toga oznacavaju mjesto zapocinjanja fisije. Vezanje lipidnih
kapljica ima zanimljiv u€inak inhibicije mitohondrijske dinamike. Ciklusi su fisije i fuzije sporiji,
smanjena je razina beta oksidacije i poveéan bioenergetski kapacitet, te je podrzana sinteza
triglicerida i rast lipidnih kapljica. Peroksisomi i mitohondriji imaju nekoliko stvari zajednickih. Obje
organele sudjeluju u beta oksidaciji masnih kiselina i sintezi Zu¢nih kiselina te im je uz to
zajednicka fisijska proteinska masinerija. Sam nacin na koji su povezani i koji je opseg uloge
njihove spone na funkciju stanice i njih samih nije posve razjadnjen kao ni kod ostalih organela,

ali iz navedenog, razjasnjenje bi nam moglo pruziti nove uvide u regulaciju metabolizma (63—69).

Izmedu vanjske i unutarnje membrane mitohondrija nalazi se medumembranski prostor. Njegov
sadrzaj Sec€era, iona i ostalih malih molekula isti je kao u citosolu, a razlikuje se u sadrzaju proteina
koji moraju imati specificne signalne sekvence na krajevima peptidnih lanaca da bi mogli biti
transportirani kroz vanjsku membranu. Jedan od proteina specifi¢nih za intermembranski prostor
jest citokrom c, nosa€ elektrona koji u procesu oksidativne fosforilacije prenosi elektrone do

citokroma c oksidaze.

Za razliku od vanjske membrane koja je svojim sastavom sli¢na stani¢noj membrani, unutarnja
mitohondrijska membrana ima visok omjer fosfolipida i proteina (3:1) i dijeli se u dvije funkcijski
odvojene podjedinice: unutarnju granicnu membranu i kriste (70). U nju je ugradeno 151 razlicit
peptid i sadrzi dvadeset posto ukupnih mitohondrijskih proteina. Funkcija se njezinih proteina
moze svrstati u tri skupine: proteini elektronskoga lanca, Fo-Fi-ATP-sintaza i specifi¢ni
transporteri, to jest translokaze za metabolite i proteine (71). Unutarnja membrana ne sadrZi

porine i promet kroz nju je visokospecifi€an. Omogucen je navedenim translokazama kao $to su
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ATP/ADP antiporter za metabolite te TIM kompleks i OXAL1 translokaze za proteine.
Visokospecifi€an promet omogucava stvaranje optimalnoga miljea u matriksu. Promet se odvija
ponajviSe kroz unutarnju grani€énu membranu (72). Mitohondrijska membrana sadrzi dva
fosfolipida koja su specifiCna za nju: kardiolipin( oko 15% mase membrane) i fosfatidiliglicerol te
za razliku od stanitne membrane ima mali udio kolesterola i sfingolipida (73,74). Kardiolipin
zahvaljujuéi svojoj posebnoj strukturi s kosturom od tri glicerola i na njih vezane Cetiri linoleinske
kiseline bitna je komponenta za optimalnu funkciju mitohondrija (74). Osim odrzavanja
membranskoga potencijala i integriteta membrane, daje funkcijsku i strukturnu potporu proteinima
elektronskoga lanca i u slu€aju odsutstva kardiolipina destabilizirani su kompleksi Il i IV (74,75).
Osim s proteinima elektronskog lanca ulazi u interakciju i s translokazama utjeCuci na njihovo
funkcioniranje, poput ATP/ADP translokaze (76). U konacnici, fosfatidicna kiselina koja nastaje
hidrolizom kardiolipina djelovanjem fosfolipaze D bitna je uz fosfatidiletanolamin za tubularni
izgled mitohondrija i moguénost fuzije mitohondrija (71). Linoleinske kiseline €ine ga prvom
metom slobodnih radikala, a njegova peroksidacija smatra se jednim od prvih dogadaja koiji
dovode do intrizi€éne apoptoze stanice (77). 1z ovoga je proizaslo da se koli¢ina kardiolipina i
njegovih peroksidacijskih produkata povezala s nekolicinom bolesti poput ateroskleroze, malignih

novotvorina, Barthova sindroma i neurodegenerativnih bolesti (78).

Drugi se dio unutarnje membrane uvlaci u matriks i te tvorbe nazivamo mitohondrijskim kristama.
Proces se oksidativne fosforilacije primarno tu odvija (79,80). Mjesto prelaska unutarnje grani¢ne
membrane u kriste, zvani vratovi krista, su njihove spojne tocke i tu su krajevi unutarnje grani¢ne
membrane tijesno spojeni. Tijesan spoj otezava difundiranje sadrzaja lumena krista (najistaknutije
ADP-a, metabolita, citokroma c i protona) u intermembranski prostor time optimizirajuci stvaranje
ATP-a. Takoder, omogucuje i razliCit sastav membranskih proteina izmedu krista i unutarnje
granitne membrane (81). Sustav MICOS i OPAL1 proteini, a i Fo-F1-ATP sintaza i protein
FAM92A1, omogucuju stvaranje krista, stvaranje tijesnoga pripoja medu njihovim krajevima i
posreduju u komunikaciji izmedu unutarnje i vanjske membrane(60,82,83) Povrsina se krista
razlikuje medu stanicima, mitohondrijima i unutar istog mitohondrija. Njima se efektivna povrSina
unutarnje membrane viSestruko poveéava i time moguénost proizvodnje ATP-a, a sama
dinami¢nost povrsine odgovara potrebama za stvaranjem energije (84). Svaka se pojedina krista
moze smatrati zasebnom funkcionalnom i strukturnom podjedinicom mitohondrija jer mogu
mijenjat sastav membranskih proteina, imaju vlastiti transmembranski potencijal i mogu regulirati
sadrzaj svoga lumena putem tjesnoce spoja nha prelasku u unutarnju graniénu membranu (tijekom
oksidativne fosforilacije spoj je tjesniji i kriste se suZavaju optimizirajuéi oksidativnu fosforilaciju,

a pri procesu apoptoze kriste se remodeliraju, spoj je prohodniji $to omogucuje prelazak
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citokroma c u intermembranski prosotor) (85-88). Kao $to je ve¢ spomenuto kriste su zahvaljujudi
svojoj strukturi glavno mjesto oksidativne fosforilacije na unutarnjoj membrani. Oksidativna je
fosforilacija (OXPHOS) staniéni proces baziran na nizu redoks reakcija u kojima NADH i FADH2
doniraju elektrone elektronskom transportnom lancu, sacinjenom od proteina, metala i lipidnih
kompleksa koji potom te elektrone prenose do kisika reducirajuci ga do vode, pumpajuci protone
kroz unutarnju membranu koje ¢e FO-F1-ATP sintaza iskoristiti za sintezu ATP-a (Slika 6). NADH
i FADH2 su porijeklom iz citosola i mitohondrija te sluze kao nositelji elektrona, a u ovaj reducirani
oblik primarno prelaze sudjelujuci u glikolizi, Krebsovom ciklusu i beta oksidaciji masnih kiselina.
Vaznost postojanja oksidativne fosforilacije proizlazi iz efikasnosti iskoristavanja energije nastale
razgradnjom glukoze. Sama glikoliza proizvodi dvije molekule ATP-a po jednoj molekuli glukoze,
dok postojanje Krebsova ciklusa i elektronskog transportnog lanca omogucuje stvaranje 30-32
molekule ATP-a. U procesu sudjeluje pet proteinskih kompleksa. Cetiri kompleksa su dio
elektronskoga transportnog lanca i nazvani su kompleks I, I, Il i IV. Sacinjeni su od nekoliko
molekula, Fe-S klastera, citokroma i drugih prostetskih skupina koje im omogucuju postepeni
prijenos elektrona, $to oslobada manje pakete energije kako bi se ukupna energija iz NADH i
FADH2 molekula efikasnije mogla iskoristiti u obliku konformacijskih promjena kompleksa koje
potom dovode do pumpanja po Cetiri protona po kompleksu, osim kod kompleksa II. Tijekom
procesa slobodni kisikovi radikali su neizbjezan nusprodukt zbog bijega elektrona ,u kompleksima
I i Ill, koji potom reagiraju s kisikom, a od ukupne koli€ine nastalih radikala u stanici u
mitohondrijima nastane oko 90%. Za prijenos elektrona medu kompleksima odgovorni su hidrofilni
citokrom c i hidrofobni koenzim Q10. Kompleks | se jo§ naziva NADH dehidrogenaza. Pomoc¢u
njega elektroni se s NADH prenose do ubikvinona (koenzima Q) prvo putem prostetske skupine
sacinjene od flavin mononukleotida te potom putem niza Fe-S klastera. Drugo je ime za kompleks
Il sukcinat dehidrogenaza i osim u oksidativnoj fosforilaciji sudjeluje i u Krebsovom ciklusu. On
na sebe ima vezan FAD+ kao kofaktor i katalizira oksidaciju sukcinata u fumarat uz stvaranja
FADH2. Pomoc¢u Fe-S klastera prenosi oslobodene elektrone od FADH2 do ubikvinona i time
zaobilazi kompleks |, ali u procesu ne pumpa protone, sto je razlog zasto se po molekuli NADH
proizvedu 2,5 molekule ATP-a, a po molekuli FADH2 1,5 molekula. Elektroni se potom od
kompleksa | i Il do kompleksa lll prenose pomocu ubikvinona koji je tada u svom reduciranom
obliku, ubikvinolu. Citokrom c reduktaza ili kompleks Il prenosi dva elektrona s jednog ubikvinola
na dva citokroma c. U sklopu kompleksa ovaj proces omogucuju citokrom B i niz Fe-S klastera.
Posljednji u nizu elektronskoga lanca jest kompleks 1V, poznat i kao citokrom c oksidaza.
Sacinjena je od vise proteinskih podjedinica, nekoliko grupa hema i kofaktora. Kompleks prenosi

elektrone do kisika te uz pomo¢ protona iz matriksa stvara vodu. Proces od kompleksa | do
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kompleksa IV i kisika teCe tim redom zahvaljujuci njihovoj rastucoj elektronegativnosti. Nakon
stvaranja vode i izmjene transmembranskoga potencijala ostaje joS jedan korak do stvaranja
ATP-a. Kompleks V ili Fo-F1 ATP sintaza u procesu oksidativne fosforilacije koristi nastali
elektrokemijski potencijal. FO podjedinica hidrofobna je, ugnijezdena u membranu i ima funkciju
kanala za protone. F1 je podjedinica hidrofilna, nalazi se na strani matriksa i glavno je katalitiCko
mjesto za stvaranje ATP-a. ATP nastaje rotacijom F1 podjedinice koju omogucava influks protona
u matriks, a rotacija izmjeniéno omogucava vezanje ADP-a i Pi-ja za podjedinicu i otpustanje
ATP-a s podjedinice (89-95).

Citoplazma

Vanjska membrana

Medumembranski prostor

4H* 4H* 2H" nH*

POSOSOOSSOS
Unutarnja membrana
POOOOO0000e

Matriks

NADH

NAD' FADH,  FAD
L 20 Rt [2H++1/202+ _, Hzo]xz

Elektronski transportni lanac

ADP ATP

Slika 6. Proces oksidativne fosforilacije (OXPHOS) (90). Napravljeno u aplikaciji Biorender.com (262) uz
izdanu licencu za objavljivanje (Agreement number: ZY24EFORA4L)

Proces apoptoze odli¢an je primjer posredovanja vanjske membrane u signalnoj kaskadi i kao
primjer spone izmedu transdukcije signala i mitohondrijske dinamike. Apoptoza ili programirana
stani¢na smrt je proces neophodan za normalan razvitak i funkcioniranje organizma, ali povezana
je i sa brojnim bolesnim stanjima kao 5to su neurodegenerativne bolesti kada dovodi do gubitka
neurona i atrofije mozga. Postoje tri apoptotska puta, intriziCni ili mitohondrijski, ekstrinzicni ili
receptorski i perforin/granzimski ili put citotoksi¢nih T limfocita. Sva tri puta sijeku se u tocki

cijepanja kaspaze 3 Sto zapocinje egzekucijsku kaskadu. Egzekucijska kaskada dovodi do
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fragmentacije DNA, degradacije citoskeleta i nuklearnih proteina, unakrsnog vezanja proteina,
formiranja apoptotskih tjeleSaca, ekspresije na membrani liganada za receptore fagocita te u
konacnici dovodi do fagocitoze nastalih apoptotskih tjeleSaca. Podrazaji koji dovode do
zapocinjanja intrizi€noga puta mogu biti pozitivni i negativni. Negativni su nedostatak faktora
rasta, hormona i citokina, dok bi pozitivni bili radijacija, toksini, hipoksija, hipertermija, virusna
infekcija i slobodni radikali. Navedeni podrazaji dovode do stvaranje apoptotskih pora $to dovodi
do gubitka transmembranskog potencijal i otpustanja dviju skupina proapoptotskih proteina.
Predstavnik je prve grupe citokrom ¢ koji dovodi do apoptoze aktivirajuéi kaspazu 9 preko
aktivacije prokaspaze 9 i stvaranja apoptosoma. Druga se grupa u citosol otpusta tek u kasnoj
fazi apoptoze kada je sudbina stanice neizbjezna. SrediSnje molekule koje reguliraju apoptozu su
proteini iz obitelji BCL-2, a protein p53 ima kljuénu ulogu u regulaciji aktivnosti proteina iz ove
obitelji. BCL-2 proteini mogu biti proapoptotski i antiapoptotski. Medu antiapoptotske spadaju Bcl-
2, Bcel-x, Bel-XL, Bcl-XS, Bel-w i BAG. Proapoptotski su Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik i BIk.
Vezani su za vanjsku membranu i utje€u na njezinu poroznost regulirajuci nastanka apoptotskih
pora. Takoder, ulaze u interakciju i utje€u na aktivnost kljuénih proteina zasluznih za procese fuziji
i fisije organele, dovodedi do fisije mitohondrija tijekom apoptoze. BAX i BAK proteini ulaze u
interakciju s DRP1 i MFN2 proteinima. Mjesto je interakcije oznateno kao mjesto fisije, a
interakcija dovodi i do poboljSane komunikacije s endoplazmatskim retikulumom putem MERCa.
Dolazi potom do priljleva kalcija koji podrzava remodeliranje kristi, i amplificira otpustanje
citokroma c. Aktivnost kalcineurina je takoder osjetljiva na koncentraciju kalcija, a on prenosi
DRP1 do membrane mitohondrija i regulira njegovu aktivnost utjeCuéi na razinu njegove
fosforilacije. Dolazi do remodeliranja kristi pomocu OPA1 proteina. Vrat se kristi Siri Sto
omogucuje otpustanje citokroma c iz njihova lumena u intermembranski prostor. Proapoptotski
proteini BCL-2 obitelji mogu direktno uéi u interakciju s OPA1 i razdvojiti postoje¢e njegove
oligomere, a apoptotsko preoptere¢enje mitohondrija kalcijem dovodi do osmotskog bujanja
mitohondrija i time distenzije kristi $to isto deoligomerizira OPA1 proteine (96—105). Morfologija
se mitohondrija prilagodava i na metabolicke potrebe i to primarno fuzijom i fisijom te
remodeliranjem kristi. 1zduljeni, veéi mitohondriji su bioenergetski efikasniji $to je Cista suprotnost
fragmentaciji mitohondrija tijekom opisane apoptoze kada je stanica u energetskoj krizi. U slucaju
gladovanja stanica DRP1 je fosforiliran ¢ime se favorizira fuzija mitohondrija i prevenira njihova
degradacija, dok fosforilacija MFF-a pomoc¢u AMPK, koji se aktivira padom ATP-a, potice fisiju i
shodno tomu uklanjanje oStec¢enih mitohondrija ili u slu€aju masivnije disfunkcije dovodi do
apoptoze stanice. Kod remodeliranja kristi ponovno glavnu ulogu ima OPA1 protein. Njegova

povecana ekspresija steze kriste, €ini ih manje propusnima i podrzava stabilnost i udruzivanje
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superkompleksa proteina koji sacinjavaju elektronski lanac. OPA1 sluZi i kao senzor metaboli¢kih
promjena zahvaljuju¢i njegovim interakcijama s transporterima u unutarnjoj membrani i time

prilagodava oblik kristi stani¢nim potrebama (106,107).

Mitohondrijski matriks €ini srediSnji dio mitohondrija omeden unutarnjom membranom u Kkoji
protrudiraju kriste. U njemu se nalazi 2/3 mitohondrijskih proteina, ¢ija koncentracija matriks Cini
viskoznim kada se usporeduje s citosolom. Osnovna mu je funkcija aerobno stvaranje ATP-a, za
Sto su neophodne male organske molekule, nukleotidni kofaktori, inorganski ioni te enzimi za
oksidaciju piruvata i masnih kiselina, potom enzimi ciklusa limunske kiseline i enzimi elektronskog
lanca uz ATP-sintazu, koji se nalaze u unutrasnjoj membrani i Cija je funkcija ranije opisana. Osim
njih, u matriksu se nalaze enzimi ciklusa ureje i transaminaze. Kako je funkcija primarno
metaboli¢ka, u nastavku ¢e biti opisani biokemijski procesi koji se zbivaju u matriksu. Sredidnja je
to¢ka u aerobnome metabolizmu molekula acetil-CoA, koja je zavrdni produkt oksidacije glukoze,
masnih kiselina i dijela aminokiselina, dok drugi dio aminokiselina mozZe nadoknadivati metabolite
Krebsova ciklusa ili se sintetizirati iz njih. Piruvat dehidrogenaza kompleks (PDK) je spona izmedu
glikolize i Krebsova ciklusa. Kako bi mogla funkcionirati prvo je potreban prijenos piruvata kroz
mitohondrijske membrane u matriks $to u vanjskoj membrani omogucavaju porini dok u
unutradnjoj simporter za piruvat i protone (108). PDK je kompleks koji se sastoji od tri enzima i
katalizira oksidativnhu dekarboksilaciju piruvata u acetil-CoA. Piruvat dehidrogenaza je prva
podjedinica (E1) koja za dekarboksilaciju piruvata koristi kofaktore magnezij i tiamin difosfat (TPP)
(109). Druga podijedinica, dihidrolipoil transacetilaza, katalizira prijenos acetilne skupine na
koenzima A, a kao kofaktori joj sluze koenzim A i lipoat (110). Time je sinteza acetil-CoA
zavrSena. Kako bi kompleks mogao nastaviti raditi potrebno je oksidirati lipoatnu skupinu i vratiti
ju u prvobitni, funkcionalni oblik sa disulfidnim mostom. Za ovaj je proces odgovorna dihidrolipoil
dehidrogenaza (E3) koja u svojoj strukturi sadrzi FAD+, a kao kofaktor joj sluzi NAD+ i nakon

oksidacije lipoata stvara molekulu NADH (111).

Aktivnost PDK moze biti regulirana alosteri¢ki i kovalentno. AlostericCki ju reguliraju koncetracije
substrata i produkata, ponajvise omjeri ATP/ADP, NADH/NAD+ i acetil-CoA/CoA uz kalcij.
Kovalentno joj aktivnost reguliraju piruvat dehidrogenaza kinaze i fosfataze, tako da fosforilacija
E1 dovodi do inaktivacije kompleksa. Kinaze i fosfataze takoder reguliraju produkti i substrati
reakcije (112). Metabolizam se masnih kiselina odvija u viSe stanicnih odjeljaka. U peroksisomima
se odvija alfa i beta oksidacija, u endoplazmatskom retikulumu omega dok se u mitohondrijima
odvija beta oksidacija. Klju€an je izvor energije izmedu jela i kod velikih zahtjeva za energijom te

spasSava miSi¢e od katabolizma. Beta oksidacijom masnih kiselina proizvodi se acetil-CoA, jedna
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molekula FADH2 i jedna molekula NADH. Acetil CoA moze se potom iskoristiti na dva nacina. U
skeletnim i sréanim misi¢nim stanicama ulazi u Krebsov ciklus, dok ga jetrene stanica
iskoridtavaju za proizvodnju ketonskih tijela. Beta oksidaciju masnih kiselina reguliraju stani¢ne
potrebe za energijom. Na priliev masnih kiselina u stanice utje¢u hormoni adrenalin i glukagon
koji u stanjima gladovanja stimuliraju na hormone ovisnu lipazu u masnome tkivu i dovodeci do
hidrolize triglicerida povisuju koncetraciju slobodnih masnih kiselina u serumu i posljedi¢no
koncetraciju u citosolu i matriksu mitohondrija. Ostali Cimbenici regulacije su adekvatna
koncetracija kisika za oksidativnu fosforilaciju, i oksidiranih oblika kofaktora FAD i NAD.
Regulacija se provodi i pomo¢u PPAR transkripcijskih faktora kojima su masne kiseline ligandi te
njihova povec¢ana koncentracija dovodi do povecane sinteze enzima za beta oksidaciju i
mitohondrijsku biogenezu. Da bi se masne kiseline mogle metabolizirati prvo moraju doc¢i do
matriksa. Preko plazmatske membrane prenose ih transporteri FABPpm, potom se moraju
aktivirati za Sto je zasluzna acil-CoA sintetaza, kojih ima viSe vrsta ovisno o karekteristikama
masnih kiselina i mjestu gdje ¢e se odvijati njihov metabolizam te se nalazi vezana za organelu u
koju ¢e se transport izvrsiti. Ona veze CoA za masnu kiselinu iskoriStavajuc¢i molekulu ATP-a.
Prijenos do matriksa mitohondrija omogucuju tri enzima. Kroz vanjsku membranu prenosi ih
karnitin:palmitoiltransferaza | (CPT1) stvaraju¢i molekulu acilkarnitina i ovo je glavni limitirajuci
korak kontroliran koncentracijom malonil-CoA, €ija koncentracija ovisi o energetskom statusu
stanice i aktivnosti AMPK. Kroz unutraSnju membranu nastali acilkarnitin u zamjenu za karnitin iz
matriksa prenosi karnitin:acilkarnitin translokaza. U konaénici kako ne bi acilkarnitin izaSao iz
matriksa i kako bi se obnovile zalihe karnitina za nastavak funkcije antiportnoga sustava,

karnitin:palmitoiltransferaza Il (CPTII) pretvara acilkarnitin u acil-CoA.

Beta oksidacija u mitohondrijima se odvija u Cetiri koraka. U prvome koraku enzim acil-CoA
dehidrogenza, kojih ima viSe vrsta ovisno o duljini masne kiseline, katalizira stvaranje dvostruke
veze izmedu alfa i beta ugljika, a otpuStena dva elektrona iskoristi za stvaranje FADH2 molekule.
Enoil CoA-hidrataza sudjeluje u drugome koraku i katalizira hidrataciju dvostruke veze €ime se
hidroksilna skupina veze za beta ugljik, a proton za alfa ugljik. Nakon hidratacije, u treéem koraku,
beta-hidroksil-acil-CoA dehidrogenaza katalizira oksidaciju hidroksilne skupine na beta ugljiku te
otpustene elektrone i protone iskoristi za proizvodnju molekule NADH. U posljednjem koraku,
kataliziranom pomocu beta-keto tiolaze cijepa se veza izmedu alfa i beta ugljika tiolizacijom uz
iskoriStavanje CoASH Cime nastaje acetil-Coa i acil-CoA, koji je sada kraci za dva ugljika. U
slu€aju oksidacije nezasicenih masnih kiselina poput oleinske i linoleinske nuzna je ili izmjena
konfiguracije iz cis u trans pomoc¢u enoil-CoA izomeraze ili dvostruku vezu treba prvo reducirati

pomocu 2,4-dienoil CoA reduktaze koja za reakciju iskoriStava NADPH (113-116).
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Krebsov ciklus ili ciklus limunske kiseline, ili ciklus trikarboksilnih kiselina (TCA) metabolicki je
proces u kojemu se u potpunosti oksidira molekula acetil-CoA i proizvode se NADH, FADH2, GTP
(koji se moze iskoristit za stvaranje ATP-a) i CO2 (Slika 7). Ovaj se proces uglavhom smatra
katabolic¢kim, ali intermedijarni se metaboliti mogu koristiti i u anabolicke svrhe (glukoneogenezu,
ketogenezu i lipogenezu) te se proces u cijelomu metabolizmu opisuje kao srediSnja tocka u kojoj
se brojni metaboli¢ki putovi sijeku. Reakcije koje nisu vezane uz same enzime ciklusa, a
povezane su njegovim intermedijarnim metabolitima zovu se kataplerotske i anaplerotske. Tako
pod kataplerotske reakcije spadaju uloga citrata u sintezi masnih kiselina, sukcinil-CoA u sintezi
hema, alfa-ketoglutarata kod sinteze aminokiselina, purina i neurotransmitera, oksaloacetata
takoder u sintezi aminokiselina te uloga malata u glukoneogenezi. Anaplerotske su reakcije pak
karboksilacija piruvata u oksaloacetat i oksidativna deaminacija ili transaminacija glutamata u
alfa-ketoglutarat. Krebsov se ciklus sastoji od osam enzima od kojih se samo sukcinat
dehidrogenaza nalazi u unutrasnjoj membrani i dijelom je i elektronskog lanca. Zanimljivo je da je
enzim alfa-ketoglutarat dehidrogenaza strukturno i funkcionalno sli¢an piruvat dehidrogenaza
kompleksu. Ciklus je reguliran na tockama djelovanja citrat sintaze, izocitrat dehidrogenaze i alfa-
ketoglutarat dehidrogenaze, dostupno$éu substrata poput FAD-a i NAD-a. Prvi korak je sinteza
citrata iz oksaloacetata i acetil-CoA koju katalizira enzim citrat sintaza. Aktivhost enzima inhibira
citrat, koji u suvisku moze izaci iz mitohondrija i u citosolu inhibirati fosfofruktokinazu | jer se
pona3a kao signal stanici da se dovoljno energije proizvodi u stanicama dok u isto vrijeme potiCe
rad acetil-CoA karboksilaze i time pojatava sintezu masnih kiselina. Potom akonitaza katalizira
reverzibilno konverziju citrata u izocitrat. Nakon toga izocitrat dehidrogenaza katalizira reakciju
oksidativne dekarboksilacije izocitrata u alfa-ketoglutarat sluzec¢i se NAD-om kao kofaktorom. U
reakciji uz alfa-ketoglutarat nastaju CO2, NADH i proton. Aktivhost mu je regulirana alostericki.
ADP i ioni kalcija aktiviraju dok ATP i NADH inhibiraju aktivnost enzima. Sljede¢i je korak
oksidativha dekarboksilacija alfa-ketoglutarata posredovana alfa-ketoglutarat dehidrogenaza
kompleksom. U reakciji nastaju sukcinil-CoA, NADH, CO2 i proton. Potrebni su mu za funkciju isti
kofaktori kao i piruvat dehidrogenaza kompleksu, a to su tiamin pirofosfat, lipoi¢na kiselina,
koenzim A, NAD i FAD. Sukcinil-CoA, NADH i ATP inhibiraju kompleks. Po nastanku sukcinil-
CoA odvija se reakcija fosforilacije na razini substrata. Nju katalizira sukcinat tiokinaza i
cijepanjem tioesterske veze oslobodenu energiju iskoriStava za stvaranje molekule ATP-a
otpustajuc¢i molekulu sukcinata. Sukcinat se oksidira u podrucju unutraSnje membrane gdje se
nalazi kompleks Il elektronskog lanca ili sukcinat dehidrogenaza. U reakciji nastaju fumarat i
FADH2, koji ¢e potom pomoc¢u kompleksa predati elektrone ubikvinonu stvarajuci ubikvinol kao

Sto je ve¢ opisano u paragrafu o oksidativnoj fosforilaciji. Nastali fumarat u reakciji hidratizacije
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koju katalizira fumaraza reverzibilno prelazi u malat. | u konaénici, kako bi se ciklus mogao
zatvoriti, obnavlja se molekula oksaloacetata uz stvaranje molekule NADH u ireverzibilnoj reakciji
koju katalizira malat dehidrogenaza. Za razliku od ostalih reakcija slobodna je energija ove
reakcije pozitvna, ali vrlo niske koncentracije oksaloacetata, zbog iskoriStavanja u sintezi citrata,

povoljno utje€u na stvaranje novih molekula oksaloacetata (117-129).

Acetyl CoA
__&___‘
NADH [ Oksaloacetat ] Citrat
NAD* y \
Malat |zocitrat
\‘-bCoz
NAD*
Krebsov o
H.0 :
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\-—’COQ
FADH, NAD* Produkti
2 ATP

Sukcinat Sukcinil-CoA
| Sukeinat | 5 NADH

‘\7( 2 FADH,

GTP GDP

6 CO;

Slika 7.Krebsov ciklus (126). Napravljeno u aplikaciji Biorender.com (262) uz izdanu licencu za
objavljivanje (Agreement number: WT24EFP30H)
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4. Mitohondrijska disfunkcija u sklopu Alzheimerove bolesti

Zahvaljujuci prvim nadenim patoloSkim nalazima, Ap-plakovima i neurofibrilarnim snopi¢ima, te
prvim transgeni¢nim animalnim modelima u zaecima je vladalo misljenje da su ti nalazi u mozgu
kljuéna to¢ka u patogenetskome nizu Alzheimerove bolesti. Na tim temeljima skovan je pojam
amiloidne kaskadne hipoteze. Njezin je problem §to transgenicne zivotinje modeliraju familijarni
oblik bolesti koji je izrazito rijedak te se otkriéa na temelju njih skromno mogu primijeniti za
objasnjavanje prevalentnijega sporadniénog oblika bolesti. Uvidanjem da je energetsko stanje
stanica naru$eno i razvitkom novijih fizioloSkih modela koji vjernije reprezentiraju sporadicni oblik,
paradigma patogeneze Alzheimerove bolesti polagano se pocela mijenjati. Hipoteza
mitohondrijske kaskade postaje sve zastupljenija. Skovali su je Russel H. Swerdlow i Shaharyar
M. Khan sa Sveugilista u Virginiji. Nagomilavanjem radova koji pozornost skre¢u na mitohondrije,
postaje sve izglednije da je njihova disfunkcija jedan od srediSnjih dogadaja u patogenezi koiji
zatvara zacarani krug progresije bolesti nebitno s koje od navedene dvije pozicije da se problemu
pristupa (Slika 8) (130,131). Ideju da je uloga mitohondrija klju€na, podrzava velika potreba
neurona za energijom koja omogucuje odrzavanje njihove homeostaze i funkciju, takoder u
mitohondrijima se sintetiziraju Fe-S klasteri i hem, sudjeluju u presinapti¢koj sintezi
neurotransmitera i dio su puferske masinerije za kalcij tijekom signalne transdukcije. Neuroni su
moraju modéi prilagoditi promjenjivim zaZzivotnim uvjetima i stresorima. Upravo su mitohondriji
kljuéni za to i posreduju prilagodavanje, prezivljavanje ili smrt stanica ulazeéi u interakcije
medusobno ili s drugim organelama. U nastavku Ce ovoga poglavlja biti prikazane brojne
abnormalnosti pronadene u mitohondrijima, a ono S§to ih smjeSta na same pocetke
patogenetskoga niza jest saznanje da poremecaj u stvaranju energije uvijek prethodi nekoliko
desetljeca klinickom pocetku bolesti (Slika 8) (132—-134).
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Slika 8. Sazetak pronadenih promjena u mitohondrijima uz pretpostavljenu etiologiju (261). Napravljeno u

aplikaciji Biorender.com (262) uz izdanu licencu za objavljivanje (Agreement number: JP24EFIXBI)

4.1. Hipoenergoza i hipometabolizam u sklopu Alzheimerove bolesti

Energetsko stanje i metabolizam mozga mozemo procijeniti mjerenjem razine iskoriStavanja

glukoze pomocu pozitronske emisijske tomografije koristenjem fluorodeoksiglukoze (FDG-PETa).

Kao biomarker za ranu detekciju Alzheimerove bolesti pocinje se koristiti FDG-PET i pomocu

njega se moze predvidjeti konverzija MCl-ja u Alzheimerovu bolest. Hipometabolizam se

konzistentno pronalazi prvo u straznjem cingulathom korteksu pa u hipokampusu te potom u

ostatku korteksa razvitkom patologije. U manjem opsegu i manjoj razini sli¢ni nalazi javljaju se i

kod MCl-a. Ranu ulogu hipometabolizma podrzava €injenica da je kod mladih odraslih u njihovim

dvadesetima koji nose APOE4 alel naden hipometabolizam u vulnerabilnim regijama mozga

desetljec¢ima prije moguéeg razvitka prvih simptoma. Razina i rasprostranjenost hipometabolizma

prati teZzinu simptoma i regionalnu sinapti¢ku gustocu i disfunkciju (135-139). Pored istrazivanja

regionalnog i globalnog iskoriStavanja glukoze istraZzuje se i meduovisnost hipometabolizma i
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odlaganja amiloidnih plakova pomoc¢u amiloidnih PET biomarkera u sklopu multimodalnih
slikovnih istrazivanja. Dio sluCajeva implicira da je hipometabolizam sekundarni dogadaj koji
slijedi godinama nakon globalne depozicije amoiloidnih plakova, dok je povezanost regionalne
depozicije i regionalnog hipometabolizma slaba, a u drugome dijelu slu¢ajeva hipometabolizam
prethodi nalazu odlaganja amoilodinih plakova. Bilo da je hipometabolizam primarni ili sekundarni
dogadaj, pocCinje se u oba slu€aja smatrati kljuénim za razvitak bolesti i za razvitak terapije koji bi
progresiju bolesti zaustavio ili barem usporio (140-142). Otkriveno je da kao podloga
hipometabolizmu u Alzheimerovoj bolesti moze biti sve od poremecaja protoka krvi, inzulinske
rezistencije, disrupcije transporta glukoze do naruSenoga metabolizma u citosolu i
mitohondrijima. TeSko je razluditi koji bi od navedenih uzroka imao najjaci ucinak, ali najviSe
paznje pridodaje se procesu oksidativne fosforilacije i time se u srediste uzroka hipometabolizma
stavlja mitohondrijska disfunkcija. Vaznost mitohondrija oslikava povezanost hipometabolizma u
frontalnom, temporalnom i parijetalnom korteksu sa snizenom koncentracijom tiamin difosfata u
krvi na Sto se nadovezuje smanjenje aktivnosti enzima ovisinih o tiaminu. U korist uloge
disfunkcije mitohondrija primarno putem elektronskog transportnog lanca idu i rezultati
istraZivanja koji su se za mjerenje razine metabolizma sluZili mjerenjem potrosnje kisika koristeci
se kisikom-15 u sklopu slikovne metode PET-a. Metabolizam je kisika takoder snizen u
frontalnom, temporalnom i parijetalnom korteksu i redukcija metabolizma odgovara teZini
demencije te usporenju aktivhost mozga mjerenom elektroencefalogramom. Navedenim
nalazima pridruzuju se i dokazi smanjenja aktivnosti bioenergetske masinerije Krebsova ciklusa i
elektronskog lanca (143-146).

4.2. Poremecaji mitohondrijske bioenergetike

Genetska se proteomska i biokemijska istrazivanja provode kako bi se uspjela razjasniti podloga
disfunkcije mitohondrija koja dovodi do opisane hipoenergoze i hipometabolizma. U dosada$njim
istrazivanjima nailazilo se na opreCne rezultate koji su ukazali na razlike koje proizlaze iz
koriStenja razliCitih regija mozga, razlike uzrokovane heterogeno$¢u uzoraka mozga
sporadnicnog oblika bolesti i razlike koje su vezane uz koristenje razliCitih tipova stanica mozga.
Istrazivanjima se genetske ekspresije pronaslo da je ekspresija nuklearnih gena podjedinica
elektronskog transportnog lanca snizena u straznjem cingulatnom korteksu i hipokampusu, potom
je snizena ekspresija gena glikolize, Krebsova ciklusa i pridruzenih puteva, a i sam je mehanizam
unosa proteina u mitohondrije i glukoze u stanice isto naruSen. Proteomska istrazivanja i
istraZivanja proteinske ekspresije takoder ukazuju da su proteini OXPHOS puta najzahvaceniji i

da im je ekspresija smanjena te da je promjena u mitohondriomu u sklopu bolesti razli¢ita od
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promjena koje se javljaju rijekom starenja. U sklopu Krebsova ciklusa aktivnost je
dehidrogenaza/dekarboskilaza (PDHC, ICDH i KGDHC) karakteristicno snizena dok je aktivnost
samo dehidrogenaza (SDH i MDH) poviSena, a razina aktivnosti korelira sa klini¢kim stadijem.
Biokemijska istrazivanja potvrduju da je aktivhost enzima elektronskog transportnog lanca
snizena uz drastiCno snizenje aktivnosti COX-a. ATP sintaza je takoder povezana s
hipoenergozom. Snizenje njezine aktivnosti posredovano je gubitkom proteinske podijedinice

osjetljive na oligomicin i promjenama u acetilaciji a-podjedinice (147-154).
4.3. PoviSenje oksidativhog stresa

Slobodni kisikovi radikali su uobi€ajeni nusprodukti aktivhosti enzima elektronskog transportnog
lanca i imaju vaznu signalnu ulogu, ali njihov visak dovodi do oksidativhoga stresa i opseznih
osteéenja strukture i funkcije makromolekula poput proteina, Seéera, lipida i nukleinskih kiselina.
Unato€ postojanju antioksidansa mitohondriji su podlozni oksidativnom oStecenje, a
nagomilavanjem osteé¢enja pada im efikasnost proizvodnje ATP-a dok im raste ucinkovitost
stvaranja radikala Sto zatvara zacarani krug. Proizvodnja se kisikovih radikala povecéava
starenjem $5to je objadnjeno akumulacijom mutacija mtDNA koje negativho utjeCu na
mitohondrijsku strukturu i funkciju. Dolazi do promjena u aktivnosti enzima i porina, promjena u
mitohondrijskoj koncentraciji kalcija te do smanjenja proizvodnje ATPa. Kod Alzheimerove bolesti
poviSena je razina karbonilnih i 3-nitrotirozinskih modifikacija proteina uz poviSenu proteinsku
glikaciju i glikooskidaciju. Proces lipidne peroksidacije dovodi do poviSenja reaktivnih aldehida
poput 4-hidroksinonala, malondialdehida i akroleina. Zahvaéanje DNA, nuklearne i
mitohondrijske, te RNA dovodi do poviSenja abnormalnih baza poput 8-hidroksideoksigvanozina
i 8-hidroksigvanozina. Dok je naden porast produkata kisikovih radikala u€inak je antioksidansa
snizen, smanjena im je ekspresija i aktivnost. Primjerice, pad je koncentracije glutationa povezan
s razinom kognitivnog propadanja. PoviSenje opisanih markera oksidativhog stresa povezano je
s gubitkom sinapti¢kih proteina. Stabilni se markeri oksidativhoga stresa vremenom akumuliraju
i mogu se naci i u neronima sa i bez amiloidne patologije. Zanimljivo je da su kratkozivuci produkti
oksidativnog stresa poput oksidacije baza nukleinskih kiselina i 3-nitrozilacije izrazeni u
neuronima bez amiloidne patologije, a snizeni u neuronim s izrazenim patoloSkim nalazom.
Navedeno bi impliciralo da bi amiloidni proteini mogli u ovome slu€aju imati protektivnu ulogu.
Mnogo je antioksidansnih enzima oksidirano Sto im naruSava funkciju i doprinosi oksidativnom
stresu. Glutation-S-transferaza Mu, peroksiredoksin 6, MRP 1 i 3 i glutation su HNE-modificirani
i/ili nitrirani u brojnim regijama mozga. Oksidativnim o&teéenjem su zahvaéeni i proteini koji

sudjeluju u metaboliCkim procesima. Postranslacijski su modificirani lipidnom konjugacijom ili
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djelovanjem kisikovih radikalima. Primjerice ATP sintaza je HNE-modificirana i nitrirana, a

akonitaza je takoder HNE-modificirana te karbonilirana uz kreatin kinazu (155-160).
4.4. Poremecaji homeostaze mitohondrijskoga genoma

Mitohondrijski je genom neophodan za funkciju mitohondrija. Sklon je oksidativnhom oStecenju uz
nagomilavanje mutacija zbog blizine nastajanja kisikovih radikala i male koli¢ine protektivnih
histona te slabe ucinkovitosti DNA popravljackih enzima uz greSke prepisivanja koje mogu nastati
djelovanjem DNA polimeraze vy. Pored kisikovih radikala mtDNA mozZe biti oStecena alkilacijom
pomocu S-adenozilmetionina, hidrolizom glikozidnih veza i hidrolitickom deaminacijom najcece
citozina. Mutacije se mogu naslijediti ili se nagomilavaju tijekom zivota, a klonalna ekspanzija
mitohondrija umnozava posljedice mutacije na funkciju i strukturu stanica poviSenjem razine
heteroplazmije §to moze dovesti do staniéne smrti i bolesti. Primarne mitohondrijske bolesti kod
kojih je zahvacen CNS sluze kao primjer da mutacije mtDNA mogu dovesti do kognitivhoga
deficita. Naj¢eSce bude ostecena baza timidin koja u pravilu ima nizak mutageni potencijal dok
oksidativne promjene gvanozina koje dovode do nastanka 8-dihidro-8-okso-2"-deoksigvanozina
imaju mutageni potencijal. Uoena je mogucnost da nasljedna varijabilnost mtDNA igra ulogu u
nastanku bolesti. Naime, obiteljska je anamneza prepoznati ¢imbenik rizika sa znacajno
uCestalijim u€inkom prijenosa po maijci. Kod pozitivhe obiteljske anamneze s majcine strane u
kognitivno neosteéenih pojedinaca otkrivena je poviSena atrofija u regijjama mozga inace
zahvac¢enim kod Alzheimerove bolesti. Potom, uofen je napredak slablijenja mozdanoga
metabolizma glukoze i poviSenje hiperintezitivnost bijele tvari u temporalnom i okcipitalnom
reznju. Primarne mutacije mtDNA nisu zasad povezane s boleS¢u, ali uo€ena je uloga varijanti
genoma. Haplogrupa UK povezana je s povec¢anim rizikom od oboljevanja dok je haplogrupa T
ima protektivnu ulogu. Haplogrupe K i U pak umanjuju povecanije rizika vezanog uz APOE4 alel.
Istrazivanja koja pokuSavaju otkriti povezanost somatskih mutacija i razvitka bolesti fokusirana su
na uCestalu 5-kb deleciju, A4997, za koju se smatra da utjeCe na ekspresiju gena kompleksa I, Ill
i V. Uz deleciju, poviSena je razina F i R tipova reorganizacije DNA te koli¢ina toCkastih mutacija
u kontrolnoj regiji mtDNA Sto dovodi do supresije transprikpcije i replikacije genoma . Istrazivadi
su nailazili i na opre€ne rezultate, a smatra se da im je podloga razlika u veli€ini uzoraka, koristena
metodologija i razlike u tipovima i specificnosti istrazivanih stanica. Zanimljivo je da je broj
toCkastih mutacija mtDNA viSi kod pacijenata u ranoj fazi bolesti prije razvitka demencije u
usporedbi s pacijentima s patoloSki dokazanom bolesti. Implicirano je ovim da se promjene u
genomu javljaju u samim zaCecima i da optereCenje mutiranim genomom opada gubitkom

neurona. Velika je vjerojatnost da su mutacije, modifikacije i varijabilnosti u mtDNA klju¢ne u
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patogenezi. Trenutna je pretpostavka u sklopu hipoteze mitohondrijske kaskade da o nasljedenoj
MtDNA ovisi sklonost osobe za razvoj bolesti, a fenotip se manifestira zahvaljuju¢i akumulaciji
somatskih mutacija i modifikacija zbog utjecaja okoliSa i starenja. Za konacne zakljucke je doduSe
potrebno jo$ istraZivanja, a zanimljivo je da su promjene u mtDNA nadene i kod ostalih

neurodegenerativnih bolesti (161-173).
4.5. Promjene u mitohondrijskoj dinamici

Promjene u ravnoteZi fisije i fuzije povezane su neuroloSskim poremecajima. U ranim
istraZivanjima ultrastrukturnih promjena piramidnih neurona nadene su promjene u veli€ini, broju
i obliku mitohondrija uzrokovane najvjerojatnije njihovom fragmentacijom pojacanim ucinkom
fisiie. Fragmentacija pak onemogucuje dijeliene sadrzaja medu mitohondrijima, podrzava
egzacerbaciju deficita mtDNA i bioenergetske smetnje te dovodi i do poveéanog stvaranja
kisikovih radikala. Biokemijska su istrazivanja pronasla snizenu ekspresiju svih velikih GTPaza
dinaminske obitelji poput DRP1, OPA1, MFN1 i MFN2 proteina, uz poveéanje ekspresije Fis1
proteina. Dijelom u redukciji sudjeluje i aktivacija proteaze kalpaina u sklopu opc¢e patologije
Alzheimerove bolesti. Nadalje, analizama DRP1 proteina naiSlo se na promjene u njegovim
posttranslacijskim modifikacijama koje utje€u na njegovu aktivnost i poveéanu povezanost s
mitohondrijskom vanjskom membranom. DRP1 je pojagano S-nitroziliran na mjestu Cys644 te je
na mjestu Ser616 povecana njegova fosforilacija, a promjene u aktivnosti proteina su povezane
s interakcijama s oligomernim oblikom AB i hiperfosforiliranim tau proteinima. Vaznost fosforilacije
proizlazi iz potrebe za defosforilacijom na mjestu ser637 i fosforilacijom na mjestu ser616 kako bi
se protein mogao premjestiti do vanjske membrane. Nije jo$ razjasnjenja priroda interakcije s AB,
ali pokuSava se objasniti pomoc¢u signaliziranja kalcijem te povecanim stvaranjem kisikovih
radikala. AB poveca influks kalcija koji aktivira CaMKIl te Akt koji fosforiliraju DRP1 na mjestu
Ser616 dok oksidativni stres aktivira ERK koji isto fosforilira protein, a u proces fosforilacije
ukljuCen je i GSK3p protein. U slu€aju povecane nitrozilacije pretpostavka je da AB ucinak
posreduje povecanjem proizvodnje duSi¢nog oksida. Uz navedena istrazivanja predloZeno je da
ApB moze dovesti do povecane fragmentacije i indukcijom O-GIcNAcilacije Drpl proteina.
Istrazivanja na animalnim modelima pokazala su da se promjene dinamike mitohondrija javljaju
rano, prije razvitka fenotipa bolesti i odlaganja vidljivih amiloidnih plakova. Implicirano je da
fragmentacija mitohondrija stvara podlogu koja podrzava i pogorSava razvitak disfunkcije
mitohondrija, ali potrebni su bolji modeli koji bi promjene kvalitetnije objasnili i omogucili temelj za

razvoj novih lijekova(174-183).
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4.6. Promjene aksonalnog transporta i preraspodjele mitohondrija

Pored promjena u morfologiji i funkciji mitohondrija naru$ena je i njihova distribucija unutar
neurona. Naime, izdanci neurona postaju siromasniji mitohondrijima koji se nakupljaju u njihovom
tijelu. Preraspodjelu uzduz citoskelata omogucuju anterogradno kinezini dok retrogradno dineini.
Klju€na je uloga transporta i preraspodjele opskrbljivanje mitohondrijima ona podrucja koja su
najpotrebitija za energijom te pomocu retrogradnog i anterogradnog transporta odrzati zdravu i
funkcionalnu lokalnu populaciju mitohondrija. Poremecaiji u transportu bilo da su posredovani
poremecajima unutar mitohondrija ili poremecajima u interakciji s transporthom masinerijom
dovode do gubitka mitohondrija u energetski zahtjevnim podrucjima poput sinapsi uz

nagomilavanje disfunkcionalnih mitohondrija (184,185).

Poremecaji su u transportu povezani s Ap proteinima. Postoji nekoliko objasnjenja kako posreduju
svoj ucinak. AB ,povisujuci koncetraciju kalcija u neuronima, na transport bi mogao djelovati putem
adapterskog na kalcij osjetljivog Mirol proteina ili djelovanjem preko kalcineurina i GSK3p
proteina, koji fosforilira lake lance kinezina $to dovodi do otpustanja prenasanog sadrzaj. Moguée
je i da povisenjem oksidativhog stresa utjeCe na transport. Pronaden je i u€inak na sniZzenu
ekspresiju anterogradnoga motornog proteina KIF5A, a ulazedi u interakciju sa srednjim lancem
dineina ometa vezanje sa Snapinom. Nadalje, poremecaj moze biti i na razini mikrotubula.
Uocena je interakcija poviSenja koncentracije AB i aktivhosti HDAC6 koja regulira acetilacijski
status a-tubulina. Pored a-tubulina, supstrat je HDACG6 i peroksiredoksinl koji posreduje Ap
inducirane poremecaje oksidativnog stresa, homeostaze kalcija i aksonalnog transporta. UtjeCudi
na vec¢ opisanu ekspresiju DRP1 i MFN2 i poremecaji u samom mitohondriju mogu dovesti do
disrupcije transporta. Redukcija oba proteina dovodi do osiromas$enja izdanaka dok je interakcija

MFN2 s Miro/Milton kompleksom neophodna za aksonalni transport (186—192).

Povec¢ana ekspresija ili fosforilacija tau proteina takoder je povezana s poremecajima u
transportu. Svoj u€inak posreduju moduliranjem dineina i kinezina povec¢avajuci njihovo vezanje
za mikrotubule uz djelovanje na raspodjelu mikrotubula remeteci njihovu arhitekturu. Uc€inak Ap
ovisi 0 prisutnosti tau proteina. Primjerice, redukcija tau proteina blokira aktivaciju GSK3p
povolino utjeCuci na deficite u anterogradnom aksonalnom transportu inae inducirane Ap
proteinima (193-196).

Otvorena je joS uvijek rasprava je li zahvacen isklju€ivo transport mitohondrija, je li primarno
zahvacéen anterogradni ili retrogradni transport ili su zahvaceni podjednako te sudjeluju li i drugi

procesi u poremecuju preraspodjele poput mitohondrijskog usidravanja (197).
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4.7. Promjene u mitohondrijskoj biogenezi

Osnova funkcioniranja mitohondrijske biogeneze jest koordinirana ekspresija mitohondrijskog i
nuklearnog genoma. Glavna je regulatorna molekula mitohondrijske biogeneze PGC-1a protein
koji koordinira i regulira metabolicke procese u mitohondrijima putem transkripcijskih faktora,
nuklearnih respiratornih faktora 1 i 2 (NRF1 i NRF2). Transkripcijski faktori NRF 1 i 2 potom
reguliraju ekspresiju nuklearnih gena kao $to je primjerice humani mitohondrijski transkripcijski
faktor A (hnTFAM) koji poti€e transkripciju i replikaciju mtDNA. Takoder, PGC-1a protein spona je
izmedu obrambenog sustava od kisikovih radikala i gena koji kodiraju proteine oksidativnog lanca
omogucujuc¢i stanicama odrzavanja normalnog oksidativnog statusa u promjenjivim uvjetima.
Uloga biogeneze u odrzavanju homeostaze stanica je klju¢na jer omogucéava repopulaciju
dotrajalih organela i reakciju na inzulte zamjenjujuci disfunkcionalne organele zdravima (198—
200).

Opisani manjak komponenti elektronskog transportnog lanca €ini podlogu hipoenergoze, ali
implicira i na moguéi deficit biogeneze. Prva skupina koja je opisala snizenu ekspresiju PGC-1a
jest Qin i sur. Takoder, broj kopija mtDNA je snizena uz opadanje aktivnosti transkriptoma
mitohondrijske biogeneze. Zanimljiva je poveznica izmedu poremec¢aja u inzulinskom
signaliziranju u mozgu i snizene aktivnosti PGC-1a §to bi mogao biti jedan od mehanizama
pretilosti kao rizicnog Cimbenika. Postoji poveznica i izmedu ekspresije APP-a i njegovih
produkata s aktivnos¢u PGC-1a. Naime, povecana ekspresija APP-a povezana je sa snizenom
ekspresijom PGC-1a. Nadalje, presenilin 1 stvarajuéi AICD peptide povecava ekspresiju PGC-1a
dok sam PGC-1a snizava ekspresiju BACE1 uz pomo¢ deacetilacije PPARy pomoéu proteina
sirtuina 1 (SIRT1). Smanjena ekspresija BACE1 smanjuje sekreciju amiloidogenog Ap dok se
sekrecija topljivog neamiloidogenog APPa povecava. U istrazivanjima u kojima su povratili
ekspresiju PGC-1a otkriveno je da pak visoka neregulirana njegova razina dovodi do toksi¢nog
efekta. PokuSaji kemijske stimulacije njegove aktivnosti pomoéu agonista bezafibrata ili
povecanja ekspresije pomoéu NAD-a te suplementacijom melatonina doveli su u modelima do
smanjenja tau patologije, redukcije proizvodnje AP, poboljSanja biogeneze i mitohondrijske
funkcije uz bolje rezultate na testovima prostornog u€enja i paméenja. Pored stimulacije aktivnosti
direktno PGC-1a pokuSalo se utjecati i na molekule nizvodno u aktivacijskoj kaskadi poput
hTFAM-a Cija je poviSena ekspresija i aktivnhost dovela do poboljSanja kognitivnih funkcija,
snizenja oksidativnog stresa i unutarstani¢nog stvaranja AB uz povecanje ekspresije transtiretina
koji inhibira agregaciju Ap (201-211).
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Nuklearni genom kodira 99% mitohondrijskih proteina, stoga je za normalan proces biogeneze
nuzna i o€uvana funkcija ekspresije proteina i potom unosa proteina u mitohondrije $to reguliraju
proteini u vanjskoj i unutarnjoj membrani. Unos kroz vanjsku membranu omogucuju i reguliraju
TOM44 proteini, koji stvaraju pore, uz receptorske proteine TOM20, TOM22 i TOM70 na
citosolnoj strani. Prvi koji je natuknuo da bi importni sustav mogao biti zahvacen jest Alan Rose
kad je povezao polimorfnu poli-T varijantu, rs10524523, u TOM40 genu s godinama nhastupa
sporadi¢ne Alzheimerove bolesti. Kasnije je dokazano da oksidativni stres negativno utje€e na
unos proteina, koji se pojatava razvitkom bolesti. Analizom genskih podataka bolesnika
implicirano je da je poremecaj sustava unosa jedan od klju¢nih zbivanja u bolesti §to je kasnije i
dokazano. Koncentracije su Tom20 i Tom70 proteina snizene uz smanjenje koli¢ine komponenti

kompleksa | i lll u hipokampusu $to dovodi do narusavanja oksidativnhog metabolizma (212—-215).

Istrazuje se i uloga APP-a i AB na sustav unosa proteina. APP proteini imaju signalnu sekvencu
koja ih usmjerava prema mitohondrijama i omoguéava njihov prijenos kroz membranu. APP se
doduse ne unese u potpunosti vec tvori stabilne komplekse s translokazama remeteci promet
kroz njih $to dovodi do disfunkcije mitohondrija. AB pak u potpunosti prode kroz translokaze i
smjesSta se ponajprije u podrucje kristi te njegova akumulacija prati rane sinapticke defekte.
Utjecaj je AB na prijenos kroz membranu vanmitohondrijski, putem njegove koagregacije dok

deficit unosa proteina korelira sa amiloidogenim kapacitetom A proteina (216—-219).
4.8. Poremecaji u interakciji s endoplazmatskim retikulumom

Kontaktno mjesto izmedu membrana endoplazmatskog retikuluma i mitohondrija (MERC) je
neophodno za normalnu funkciju mitohondrija uz posebnu vaznost o€uvanosti endoplazmatskog
dijela koji se iz povijesnih razloga naziva membranom vezanom uz mitohondrije (MAM). Eric
Schon je prvi implicirao da bi disfunkcija MAM-a mogla igrati ulogu u patogenezi Alzheimerove
bolesti otkrivsi da se proteini presenilin 1i 2 (PS1 i PS2) te gama sekretaze tu nalaze. Kasnija
istrazivanja ukazala su da se u podru¢ju MAM-a nalaze i APP te beta sekretaze. Navedeni proteini
¢ine MERC bitnim centrom za proizvodnju AB i mjestom na kojem je primarno izrazena njegova
toksicnost. U boleS¢u zahva¢enim mozgovima povecana je ekspresija proteina vezanih uz MAM
dok disregulacija MAM-a progredira napretkom bolesti. U Zivotinjskim modelima opisano je da bi
disregulacija MAM-a mogla dovesti do disfunkcije mitohondrija poveéanjem unosa kalcija u
mitohondrije koji inducira stvaranje superoksidnih radikala te da se molekularne promjene MAM-
a javljaju rano u tijeku bolesti. Rezultati su stani¢nih modela konzistentni s navedenim nalazima
te pruzaju uvid u mehanizam promjena. Primjerice, povecanje ekspresije APP-a ili izloZzenost Af

dovodi do povecéanja broja kontaktnih mjesta te poveéanja koncentracije kalcija u mitohondrijima
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te utjeCe na kolesterolsku homeostazu poticuéi sintezu kolesterola i njegov unos u mitohondrije
djeluju¢i na aktivnost kontaktnih mjesta. Kod presenilin 1 i 2 dvostrukih knock-out modela
poviSena je sinteza kolesterol estera i fosfolipida Sto ukazuje na aberantno povecanje aktivnosti
MAM-a te poremecaje u komunikaciji putem kontaktnih mjesta. Nadalje, u€inak nedostatka
presenilina se objadnjava putem promjena u cijepanju APP-a. Djelovanjem beta sekretaza iz
APP-a nastaje peptid C99, koji je supstrat gama sekretazama, Cija povisena koncentracija u
podru¢ju MAM-a dovodi do povecanja obrtaja sfingolipida i ceramida Sto za posljedicu ima
promjene u lipidnom sastavu membrana i posliedi€no promjene u funkciji kontaktnih mjesta.
Promjene u funkciju nadalje dovode do disfunkcije metaboli¢kih procesa i umanjuju mogucnost
stvaranja energije. Na aktivnost MAM-a utjeCe i apolipoprotein E4 kojeg secerniraju astrociti.
ApoE4 dovodi takoder do poveéane komunikacije putem kontaktnih mjesta i aktivhosti MAM-a

mjereno povecanjem sinteze kolesterol estera i fosfolipida (220-229).

Pored ucinak gubitka presenilina 1 na poveéanje broja i aktivnosti kontaktnih mjesta nailazi se i
na oprec¢ne rezultate gdje je vezanje medu membranama oslabljeno dok je pokazano da
povecanje ekspresije presenilina 2 moze dovesti do ja¢anja fiziCke interakcije i funkcije vjerojatno
djelujuéi na MFN2. Razlike u rezultatima nisu razjasnjenje, ali promjene u smislu povecanja i
smanjenja broja i funkcije kontaktnih mjesta mogu dovesti do nezZeljenih promjena u funkciji
endoplazmatskog retikuluma i mitohondrija. Osim razjasSnjenja opisanih razlika istrazuje se
trenutno dovode li promjene u kontaktnim mjestima i kako dovode do poremecaja mitofagije i

aktivacije inflamasoma (230,231).
4.9. Poremecéaji mitofagije

Zahvaljujuéi oksidativnom opterecéenju i posljedicnom neminovnom oStecéenju strukture i funkcije,
mitohondriji su razvili sustav kontrole kvalitete putem mitofagije koju primarno regulira PINK1
protein. OSteceni mitohondriji dovode do promjena u membranskom potencijalu vanjske
membrane koji stabilizira i aktivira PINK1. Protein PINK1 fosforilira i regrutira E3-ubikvitin ligazu,
Parkin, uz fosforilaciju ubikvitina kojeg iskoriStava Parkin za ubikvitinaciju vanjske membrane
¢ime oznaCava mitohondrije i zapoCinje proces mitofagije. Primjer vaznost odrzane funkcije
PINK1 ili Parkin proteina jesu njihove mutacije koje dovode do obiteljskog oblika Parkinsonove
bolesti ranog nastupa. U sklopu patogeneze Alzheimerove bolesti implicirano je da je proces
narusen. Mitohondriji razvitkom bolesti nagomilavaju strukturna i funkcionalna ostecenja i za
obnovu fiziolodke funkcije neophodno je ukloniti disfunkcionalne mitohondrije i zamijeniti ih
zdravima. Elektronskim mikroskopom je nadeno da se osteceni mitohondriji nakupljaju te da

izgledaju oteCeno uz izmijenjen oblik kristi. Aktivnost je pak PINK1 proteina i Parkina poveéana
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kao i razina ubikvitinacije mitohondrijskih proteina dok se mitohondriji nagomilavaju $to ukazuje
da je proces mitofagije zapoceo, ali je obustavljen. Razlog ovomu bi mogli biti ili opterecenje
sustava mitofagije €ija je funkcija narudena, ili poremecaji u nizvodnim procesima vezani uz

disfunkciju lizosomalne degradacije (232—-240).

Na mitofagiju utje€u brojni proteini. Naprimjer, presenilin 1 podrzava mitofagiju stvaranjem AICD
proteina koji poti¢e ekspresiju PINK1 proteina dok mutacije u presenilinu 1 dovode do poremecaja
acidifikacije lizosoma i proteolize. Posebni oblici tau proteina pak podrzavaju mitofagiju. 20-
22kDA veliki NH2-tau fragmenti regrutiraju Parkin i UCHL-1 ¢&ineéi mitohondrije podloznije
aberantnoj autofagiji $to doprinosi sinaptiCkom propadanju. Nasuprot tomu, povecanje
koncentracije tau proteina poveéava membranski potencijal mitohondrija $to prevenira regrutaciju
Parkina. U konac¢nici u podlozi sniZzene razine mitofagije jest i smanjenje ekspresije proteina koji
ju posreduju poput p-TKB1 i p-ULK1 koja se javlja rano u razvoju Alzheimerove bolesti (241-243).
IstraZivanje je Hana i sur. ukazalo i na ulogu Ras homologa obogac¢enog u mozgu (RHEB) u
posredovanju mitofagije te ulogu retrogradnog transporta putem dineina i SNAPINa na
odrzavanje integriteta sinapti¢kih mitohondrija. U modelima transgeni¢nih miSeva uz povecanu
koncentraciju Ap povecano je vezanje RHEB proteina za mitohondrije, a povec¢anu regrutaciju
RHEB-a poticu i promjene u membranskom potencijalu mitohondrija. Navedeno poti¢e aktivhost
mitofagije, no retrogadni je transport narusen $to onemogucéava njihovo uklanjanje iz sinapsi
(244).

Na temelju navedenih otkrica pokuSava se povratiti funkcija mitofagije genetskom manipulacijom
ili farmakoloSkom intervencijom. Obnovom funkcije membranski se potencijal vratio u normalu,
smanjeno je stvaranje AB i nastanak amiloidne patologije, poboljSana je sinapticka funkcija uz
poboljSano kognitivno i bihevioralno funkcioniranje u animalnim modelima. Utjecaj je na amiloidnu
patologiju vjerojatno posredovan obnovom efikasnost mikroglijalne fagocitoze. PoboljSanje

funkcije mitofagije nadalje smanjuje inflamasomima posredovanu neuroinflamaciju (245,246).
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4.10. Promjene mitohondrijske proteostaze

Kvaliteta se kontrole unutar mitohondrija izvrSava i na razini proteina. Pomoc¢u Saperona i
proteaza reguliraju se nastala o$teéenja proteina u svakom od odjeljaka. Saperoni su vezani uz
proces translokacije i sklapanja proteina dok proteaze ovisne o ATP-u uklanjanju oStecene ili
pogresno sklopljene proteine. Gubitak njihove funkcije dovest ¢e do nagomilavanja osteéenih i
nefunkcionalnih proteina te u konacnici do disfunkcije mitohondrija. Vaznost se navedenog
sustava ogleda i u mutacijama u genima Saperona i proteaza koje dovode do teskih neurolo$kih
smetnji. U korist poremecaja proteostaze govore nalazi akumulacije ostec¢enih proteina i mtDNA
u mitohondrijima. Jedno je istraZivanje pokazalo da je ekspresija Saperona i proteza povecena
vjerojatno kao protektivha reakcija nedovoljno velikog u€inka do koje dolazi prije vidljive tau i Ap
patologije. PojaCana je aktivhost mitohondrijske proteostaze povezana i sa smanjnjem toksi¢nosti
AB u Zivotinjskim modelima (247-250). Fokus je istrazivanja trenutno usmjeren na dvije
mitohondrijske proteaze vezane uz obradu i metabolizam APP-a i AB, a to su PreP i HtrA2/Omi
proteaze. Prep se nalazi u mitohondrijskom matriksu i sudjeluje u dozrijevanju proteina matriksa.
Prep ima sposobnost degradacije Ap40 i AB42. Otkriveno je da oksidativni stres mozZe narusiti
funkciju Prepa te da AP takoder moze sudjelovati u tomu $to dovodi do smanjenja funkcionalnosti
proteina matriksa. Kod modela kod kojih je ekspresija Prepa pove¢ana umanjena je pak amiloidna

patologija i sinapti¢ka disfunkcija (251-253).

Serinska proteaza HtrA2/Omi smje$tena je u intermembranskom prostoru. U Svedskom
istraZivanju slucajeva i kontrola otkrivena je povezanost izmedu pojaCane specifiCne aktivnosti
proteaze i Alzheimerove bolesti. Proteaza u interakciju s Ap proteinima moze uéi pomoéu svoje
PDZ domene na C-kraju. Utjecaj AB na aktivnost proteaze nije razjaSnjena. Proteza obna$a i
funkciju Saperona te odgada agregaciju Api-s2 peptida. Akumulira se i ekstracelularno te promjene
u njezinoj funkciji bi mogle utjecati na ekstracelularno odlaganje amiloida. Utjecaj ovih procesa
na funkciju mitohondrija takoder nije razjasnjen. Jedan od mogudih pozitivnih ucinaka jest
mogucnost cijepanja APPa uz otpustanje C161 fragmenta u citosol. Cijepanje APP-a ima
potencijalno pozitivan u€inak na mitohondrijsku funkciju smanjujuéi sposobnost akumulacije APP-
a Sto dovodi do disfunkcije kao $to je opisano. Nadalje, HtrA2 proteaza ulazi u interakciju i s
presenilinom modulirajuéi cijepanje APP-a. Interakcija utjeCe i na aktivnost proteaze jer je C-
terminalni dio presenilina 1 aktivni peptidni ligand PDZ domene &ime se mozZe inducirati stani¢na

smrt posredovana HtrA2 proteazom (254—258).

U konaénici unato€ nagomilavanju oStecenih proteina same promjene u procesima proteostaze

nisu razjasnjene. Nadalje, uoceno je da povrh kontrole nad vlastitim proteinima, mitohondrijske
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proteaze sudjeluju i u razgradnji citosolnih proteina sklonih agregaciji nakon njihova unosa u
mitohondrije implicirajuéi ulogu mitohondrijske proteostaze i na regulaciju homeostaze citosolnih

proteina time utjeCuci na integritet neurona (259,260).
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5. Zakljuéak

Alzheimerova je demencija progresivha neurodegenerativha bolest za koju jo$S uvijek nije
pronaden ucinkovit lijek. Prevalencija joj je u porastu i time drustveno opterecenje njome.
Karakteristican je za nju gubitak kognitivnih funkcija u €&ijoj je podlozi sinapti¢ka disfunkcija i
gubitak neurona. Dugo je prevladavalo mislienje da je klju¢ patogeneze nastanak toksiCnih
amiloidnih proteina, stvaranje amiloidnih plakova i neurofibirilarnin snopi¢a uz hiperfosforilaciju
tau proteina. Zahvaljujuéi brojnim istrazivanjima potaknutim saznanjima o hipoenergozi uz
hipometabolizam u bole$¢u zahvacenim regijama mozga pozornost se pocela usmjeravati na
mitohondrije. Bilo da se patogenezi pristupa iz pozicije inzulinske rezistencije, amiloidne
kaskadne hipoteze ili mitohondrijske kaskadne hipoteze izgledno je da su za progresiju bolesti
vazni disfunkcionalni mitohondriji. Gotovo je svaka funkcija mitohondrija zahvacena.
Mitohondrijski je genom izmijenjen uz abnormalnu ekspresiju gena, aktivnost je enzima snizena,
proces fuzije je naruSen Sto poveceva broj fragmentiranih mitohondrija, otezan je aksonalni
transport, izmijenjen je i membranski potencijal, a mitofagija i biogeneza su defektne. Nova otkri¢a
u podru¢ju funkcije mitohondrija i mehanizama njihovih interakcija s ostalim organelama
omogucavaju razjasnjavanje patoloskih promjena do kojih u njima dolazi, a zajedno otvaraju vrata
novim farmakolo$kim intervencijama i dijagnosti¢kim testovima. Sada$nja su saznanja vec dovela
do novih ideja. Istrazuju se ucinci prirodnih antioksidansa, antioksidansa usmjerenih na
mitohondrije (planiraju se kliniCka istraZivanja molekula MitoQ i SS31) i molekula koje poti¢u
mitofagiju (u kulturama stanica i mi§jim modelima istraZzuje se ucinak urolitina, aktinina,
tomatidina, NAD+ ribozida i kombinacija urolitina s EGCG-om). DoduSe, mehanizam nastanka
promjena i interakcije medu promjenama nisu u potpunosti razjadnjene sto je klju¢no za ucinkovitu

prevenciju i terapiju i zbog ¢ega se nastavlja intenzivno istrazivati uloga mitohondrija.
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