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1. UvOD

1.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (AB) je naj¢eS¢a neurodegenerativna bolest i najces¢i uzrok demencije
(u 60-70% slucajeva). Demencija zahvaca 6% ljudi starijih od 65 godina te 20% ljudi starijih
od 80 godina. Smatra se da u svijetu od demencije trenutno boluje 40 milijuna ljudi, ali taj
broj vjerojatno je puno ve¢i jer klinickim simptomima prethode prodromalne faze bolesti koje
obi¢no traju dulje od dva desetlje¢a (1). Upravo zbog nedostatka rane dijagnostike i terapije,
te zbog produljenja zivotnog vijeka smatra se da ¢e se do 2050. broj oboljelih utrostruéiti (2).
AB je svjetski zdravstveni i ekonomski problem te je potrebno bolje razumijevanje
molekularnih mehanizama za pravovremenu dijagnostiku i terapiju.

Bolest je otkrio dr. Alois Alzheimer 1901. u pacijentici Auguste D. i opisao neuropatoloska
obiljezja bolesti (3). Glavna obiljeZja AB su kognitivni simptomi i progresivni gubitak
intelektualne sposobnosti — smanjeno prosudivanje, donoSenje odluka i orijentacija, afazija
(4), apraksija (5) i agnozija (6).

Atrofija mozga zahvaca cerebralni korteks i hipokampus, zapocinje u medijalnom
temporalnom reznju Sto dovodi do smanjenja volumena hipokampusa i1 entorinalnog korteksa,
uz povecanje ventrikula. Najosjetljivije su stanice sloja II entorinalnog korteksa, regija CAl u
hipokampusu i dijelovi temporalnog, parijetalnog i frontalnog neokorteksa. Uzrok atrofije
mozga je prvenstveno gubitak neuralnih procesa (7). Uz gubitak neuralnih procesa,
neuropatoloska i neurokemijska obiljezja AB su gubitak sinapsi, selektivna smrt neurona,
smanjena razina pojedinih neurotransmitera i prisutnost proteinskih nakupina. Proteinske
nakupine u neuronima ¢ine neurofibrilarni snopici (od engl. neurofibrillary tangles — NFTs), a
u izvanstani¢nom prostoru cerebrovaskularni, difuzni i neuritski senilni plakovi prvenstveno u
medijalnom temporalnom reznju i kori velikog mozga (Slika 1.). Senilni plakovi sastoje se od
nakupina peptida amiloida B (AB) (8,9), a neurofibrilarni snopi¢i od hiperfosforiliranog

proteina tau (p-tau) (10,11).



Slika 1. NeuropatoloSske znalajke Alzheimerove bolesti — A) amiloidni plakovi i B)

neurofibrilarni snopic¢i hiperfosforiliranog proteina tau. Slike su preuzete iz (12).

S obzirom da je poznato da su AP, ApoE i tau tri kljuéne molekule koje doprinose AB,
postavljeno je nekoliko hipoteza o nastanku AB. Danas su i dalje najzastupljenije tzv.
amiloidna i tau hipoteza. Prema tau hipotezi zaCetnik patoloSkih procesa predstavlja
hiperfosforilacija topljivog mikrotubularnog proteina tau koja uzrokuje poremecaj
mikrotubula te posljedi¢no dovodi do smrti neurona i pojave demencije. Hipoteza amiloidne
kaskade pretpostavlja da je nakupljanje peptida AP, zbog neravnoteze u stvaranju i razgradnji
ovog peptida, zacetnik patoloskih procesa koji dovodi do kaskade dogadaja, ukljucujuci
hiperfosforilaciju proteina tau, oSte¢enje i prekid sinapsi, nakupljanje neurofilamenata, smrt
neurona i aktivaciju stanica glija te rezultira neurodegeneracijom i demencijom (13-17).
Nekoliko je argumenata koji govore u prilog amiloidnoj hipotezi. Jedan od njih je da je
nakupljanje peptida AP karakteristicno za AB, a nakupljanje hiperfosforiliranog proteina tau
primijeceno je i u drugim neurodegenerativnom bolestima, tj. tauopatijama (poput fronto-
temporalne demencije, FTLD) (18). Prema genetickoj osnovi, AB se moze podijeliti u dva
oblika, nasljedni oblik i kompleksni oblik AB.



1.1.1. Nasljedni oblik Alzheimerove bolesti

Nasljedni oblik AB (od engl. Familiar Alzheimer's disease, FAD) je rijetka autosomalno
dominantna bolest koja uzrokuje tzv. rani oblik AB (od engl. Early-Onset Alzheimer's
disease, EOAD). FAD oblik bolesti zahvac¢a oko 10% svih AB pacijenata, a prvi simptomi
pojavljuju se prije 65. godine, najcesc¢e izmedu 40. i 60. godine zivota (19). Najjasniji dokazi
koji govore u prilog amiloidnoj hipotezi upravo su otkriveni u FAD. Kao uzrok FAD za sada
su otkrivene mutacije u Cetiri gena.

Prve mutacije koje uzrokuju FAD otkrivene su u genu APP (20-25) za protein prekursor
amiloida  (APP), a zatim i u genima za proteine presenilin 1 (gen PSEN1) i presenilin 2 (gen
PSEN2) (26,27). Vecina oboljelih obitelji ima mutaciju u genima PSEN1 i PSEN2 koji
kodiraju kataliticke podjedinice enzima y-sekretaze koja katalizira korak izravnog nastajanja
peptida AB. Mutacije u genima PSEN1 i PSEN2 utjeGu na nastanak peptida Ap (27-31)
prvenstveno povecavajuci razinu duljeg peptida Ap — AB42 koji je skloniji agregiranju (32).
Mutacije u genu APP su ve¢inom pogresne (od engl. missense) mutacije, a nalaze se u blizini
mjesta cijepanja peptida AP enzimima a-, B- i y-sekretaza. Nekoliko je mehanizama kojim te
mutacije dovode do FAD. Prvo, utjeCu na pojacano procesiranje enzimima - i y-sekretazom
¢ime uzrokuju povecano nastajanje peptida AP (33-35). Mutacije u blizini mjesta cijepanja y-
sekretazom dovode do povecanog nastanka duljeg oblika peptida AP koji su skloniji
mutacije koje se nalaze u blizini mjesta cijepanja a-sekretazom povecavaju nastanak formi
peptida AP koje su sklonije stvaranju oligomera ili se slabije razgraduju (36). Osim toga,
duplikacija cijelog gena APP, kao u pacijenata s Downovim sindromom (trisomija 21),
dovodi do vece proizvodnje peptida AP (37).

Mutacije u tri navedena gena objaSnjavaju samo 10% svih EOAD. Zanimljivo, nedavno je
otkriven 1 Cetvrti gen ukljucen u nastanak FAD — gen SORL1. Otkriveno je pet pogresnih i
dvije besmislene (od engl. nonsense) mutacije u ovom genu. Gen SORL1 kodira za protein
sorLA, receptor retromernog kompleksa koji je uklju¢en u unutarstani¢ni prijenos APP-a i
peptida AP. Sve istrazene mutacije u genu SORL1 sprjecavaju pravilno smatanje proteina
sorLA i gubitak njegove funkcije ili gubitak njegovog vezanja s APP-om ili AB. Kao rezultat
ovih mutacija dolazi do nefunkcionalnog unutarstani¢nog prijenosa APP-a i peptida AP i time

poveéanog nakupljanja i agregiranja peptida AP u neuronima (38).



1.1.2. Kompleksni oblik Alzheimerove bolesti

Iako je rijetki nasljedni oblik AB posluzio za razumijevanje neurobiologije i molekularnih
mehanizama patoloskih procesa koji dovode do nastanka AB, uslijed povecanog stvaranja
peptida AP, jo$ uvijek nije poznat uzrok najéesceg, tzv. “sporadi¢nog” ili kasnog oblika AB
(od engl. Late-Onset Alzheimer's disease, LOAD) na koji otpada do 95% svih AB pacijenata.
Premda se dugo vremena ovaj oblik bolesti smatrao sporadi¢nim, novija istrazivanja ukazuju
da geneticki ¢imbenici imaju 80-90% ulogu u razvoju ovog kompleksnog oblika bolesti (39).
Naime, geneticki rizicni ¢imbenici kasnog oblika AB takoder reguliraju stvaranje ili
razgradnju AP, Sto govori u prilog da bi geni, tj. njihovi produkti koji reguliraju metabolizam
APP-a, mogli utjecati na rizik pojave ovog oblika AB (40).

Najznacajniji geneticki rizicni faktor razvoja kompleksnog oblika AB je polimorfizam u genu
APOE. U ljudi postoje tri varijante alela APOE, &2, €3 i &4, ovisno o smjeStaju dviju
aminokiselina na dva polozaja. Varijanta alela €4 je geneticki rizi¢ni faktor za razvoj AB (41),
a €2 se smatra protektivnom (42). Heterozigoti za alel €4 imaju tri do Cetiri puta veéi rizik
nastanka AB, a homozigoti za alel €4 ¢ak 15-20 puta (43,44). Takoder, alel €4 utjeCe na raniju
pojavu bolesti, pri ¢emu svaka kopija alela ubrzava pojavu bolesti za 10 godina (41,45).
Nakon APOE, pronadeni su i drugi geneti¢ki rizi¢ni faktori za razvoj AB koji nisu bili tako
snazni kao APOE, ali su doprinijeli otkrivanju molekularnih puteva koji sudjeluju u nastanku
AB. Naime, pronadeni rizi¢ni ¢imbenici sudjeluju u nekoliko bioloskih puteva — metabolizmu
kolesterola 1 lipida, upali i imunoloskom sustavu te endosomalnom transportnom putu. U
metabolizam kolesterola, osim APOE (Sto ¢e detaljno biti objaSnjeno u poglavlju 2.4.1)
ukljucen je i rizi¢ni ¢cimbenik gen ABCA7 ¢iji gubitak funkcije povecava rizik od nastanka AB
za tri puta (46).

Danas je poznata vaznost aktivacije mikroglija kao odgovora na nakupljanje plakova.
Mutacije u genima za proteine mikroglija koji izravno ili neizravno odgovaraju na nakupljanje
peptida AP rizi¢ni su faktori za nastanak AB. Pronadene su mutacije u tri gena — CR1 (od
engl. Complement Receptor 1) (47), CD33 (48) i TREM2 (49,50). Smatra se da gubitak
funkcije ovih proteina dovodi do nakupljanja peptida A (47-50).

Geni rizi¢ni ¢imbenici koji su ukljuéeni u endosomalni put su SORL1 (51), BIN1 (52) i
PICALM (52,53). Mutacije u genu za protein sorLA (detaljnije ¢e biti opisan u poglavlju
2.3.2.) ukljucene su i u FAD (38), kao i u kompleksni oblik AB (54). Uloga proteina sorLA je
izravno vezanje na APP i prijenos retrogradnim putem (55). Protein PICALM je ukljucen u



procesiranje APP-a u endosomima (56) kao i u prijenos AP preko krvno-mozdane barijere
(53).

Uz geneticke ¢imbenike, na razvoj kompleksnog oblika AB utje¢u i okoliSni ¢imbenici.
Najsnazniji okoli$ni ¢imbenik razvoja AB je starenje (7). Smatra se da otprilike 5% osoba ima
AB sa 65 godina zivota §to se poveéava do 50% s 80 godina (57). Osim starenja, rizi¢ni
faktori za nastanak AB su kardiovaskularne bolesti, hipertenzija, ozljeda glave, dijabetes tipa
I1, pretilost, slabije obrazovanje i puSenje. Suprotno, protektivni ¢imbenici u nastanku AB su

mentalna aktivnost, prehrana, fizicka aktivnost i kognitivna aktivnost (2,7).



1.2. Protein prekursor amiloida f — sredi$nja molekula u Alzheimerovoj bolesti

Peptid AR, €iji se povecano stvaranje i/ili nakupljanje smatra klju¢nim dogadajem u nastanku
AB, nastaje amiloidogenim putem proteolitickog cijepanja APP-a (58). Stoga su istrazivanja
mehanizama koji reguliraju biologiju, smjestaj 1 procesiranje APP-a godinama u srediStu
istrazivanja AB.

APP je transmembranski glikoprotein gradom slican receptorima. Sastoji se od velike
izvanstani¢ne domene i kratkog citoplazmatskog repa dugog 47 aminokiselina. Gen APP u
ljudi je smjeSten na kromosomu 21 (21q21.3), veli¢ine je 240 kb te sadrzi 18 egzona (59).
Tijekom prepisivanja gena alternativnim izrezivanjem mogu nastati razli¢ite izoforme APP-a
(60). Najzastupljenije izoforme su APP695, APP751 i APP770. U neuronima je prvenstveno
eksprimirana izoforma APP695 (58,61), a izoforme APP751 i APP770 eksprimirane su
ubikvitarno, u perifernim tkivima i fibroblastima (62). U mozgu je APP eksprimiran u
ekscitatornim neuronima 1 GABAergi¢nim interneuronima, a najznacajnija je ekspresija u kori
velikog mozga i hipokampusu (63). Osim u ljudima, APP je eksprimiran u sisavcima kao i u

vinskoj musici roda Drosophila (64), oblic¢u C. elegans (65) i zabama roda Xenopus (66).

1.2.1. Proteoliti¢ka razgradnja 1 funkcija APP-a

U neuronima se sintetizira velika koli¢ina proteina APP, koji se veoma brzo procesira (67).
APP se moze procesirati dvama razli¢itima putevima, kanonskim i nedavno otkrivenim
nekanonskim putem. Kanonsko procesiranje APP-a dijeli se na amiloidogeni put kojim
nastaje peptid AP i neamiloidogeni put koji sprjecava nastanak peptida AP.

Neamiloidogeno procesiranje APP-a zapocinje cijepanjem APP-a a-sekretazom unutar
sekvence AP te se oslobada topljivi odsjecak sAPPa (68). Aktivnost a-sekretaze u neuronima
obavljaju ve¢inom enzimi obitelji ADAM (engl. A Disintegrin And Mealloprotease) (69,70),
ve¢inom ADAMI10, a ukljucen je i enzim ADAM17. Preostali transmembranski C-terminalni
odsjeak (CTF), CTFa ili C83, cijepa se y-Sekretazom, multienzimskim proteinskim
kompleksom koji se sastoji od proteina presenilina 1 ili 2 (PSEN1, PSEN2), nikastrina te
APH-1 (od engl. anterior pharynx defective-1) i PEN-2 (od engl. presenilin enhancer 2) (71—
74). Enzim y-sekretaza ima sposobnost cijepanja CTFa/C83 na tri mjesta, od C- prema N-
terminalnom kraju, prvo cijepa na g-mjestu (oslobadaju¢i AICD, od engl. APP intracellular

domain), zatim (-mjestu i na kraju na y-mjestu. Ovim cijepanjem, nazvanim regulirana



unutarmembranska proteoliza (od engl. regulated intramembrane proteolysis, RIP) (75)
oslobadaju se topljivi odsjecak p3 i AICD.

Amiloidogeni put cijepanja zapocinje B-sekretazom (engl. p-site APP cleaving enzyme 1 —
BACEL) (76-79). BACE1 cijepa cjeloviti APP na N-terminalnom kraju sekvence AP i
otpustaju se topljivi odsjecci SAPPB te membranski C-terminalni odsje¢ak CTFp ili C99.
Enzim y-sekretaza cijepa CTFB/C99 u transmembranskoj domeni nakon ¢ega se oslobada AB
(Slika 2). Prvo cijepa na e-mjestu pri ¢emu nastaje odsjecak AICD, a preostali dio moze

cijepati na nekoliko mjesta Sto rezultira nastankom peptida A razlicite veliCine, od 37 do 43

-----

Upravo je taj korak agregacije AP42 u oligomere ve¢ unutar stanice prvi korak u nastanku
amiloidnih plakova i time razvitka AB. Porast omjera AB42:AB40 smatra se kljuénim u
nastanku AB, a ovisi 0 specifi¢nosti cijepanja y-sekretaze (81).

[p-sekretaza
(BACE1)

u-sekretaza

SAPPP C99/CTFpB sAPPa. C83/CTFa.
/ v-sekretaza l 7-sekretaza
- AICD i AICD
Amiloidogeniput Neamiloidogeni put

Slika 2. Amiloidogeni i neamiloidogeni put cijepanja proteina prekursora amiloida § (APP). APP
se mozZe cijepati a-sekretazom u neamiloidogenom putu ili B-sekretazom u amiloidogenom putu.
Rezultat su topljivi odjecci sAPPa ili SAPPPB te C-terminalni odsjecci CTFo/C83 ili CTFR/C99.
CTFa/C83 1 CTFB/C99 su supstrati y-sekretaze Cijim cijepanjem nastaje AICD (engl. APP
Intracelluar domain) te neamiloidogeni peptid p3 ili amiloidogeni peptid amiloid-f (Ap). Preuzeto s
(82).



Osim kanonskih puteva cijepanja APP-a, nedavno su otkrivena tri rijetka nekanonska puta
cijepanja. Sva tri puta zapo€inju cijepanjem N-terminalno od mjesta cijepanja [-sekretaze.
Enzim MTS5 ili MM24 cijepa APP na n-veznom mjestu nakon ¢ega cijepaju a- ili B-sekretaze i
nastaju peptidi dugi 108 ili 92 aminokiseline koji se nazivaju peptidi An-a ili An-f. MTPS je
cink-ovisna metaloproteaza, slicna enzimu ADAMI10, veéinom smjeStena u stani¢noj
membrani i eksprimirana u mozgu (83). Takoder, postoji i d-Cijepanje enzimom asparagin
endopeptidazom (AEP), pH-ovisnom cisteinskom proteazom koja je aktivna u lizosomima
(84). Treci nekanonski put je cijepanje enzimom Meprinf na stani¢noj membrani. Meprinf} je
cink-ovisna metaloproteaza kao ADAM10 i MTP5 koja cijepa APP (85).

lako je protein APP do danas jedan od istraZivanijih proteina, njegova prava funkcija jo$
uvijek nije poznata. APP ima gradu receptora, no nije pronaden njegov ligand. Kroz povijest
in vivo i in vitro istrazivanja APP-a pridavale su mu se razli¢ite funkcije. Delecija gena za
APP u misevima i1 nedostatak peptida AP ne uzrokuje snazni fenotip u odraslim misevima, $to
otezava istrazivanje uloge APP-a u mi§jim modelima. Na primjer, APP knockout misevi imaju
samo diskretne promjene u anatomiji, elektrofiziologiji i ponasanju, koje mogu biti
ispravljene ve¢ dodavanjem odsjeCaka sAPP (86—-89). Danas se uloge proteina iz obitelji APP
— APP, APLP1 (engl. APP-like protein 1) i APLP2, te njihovih odsjecaka, mogu se podijeliti
na transkripcijske faktore i sinapticke funkcije, ukljucujuéi migraciju neurona, rast neurita,
navodenje aksona 1 sinaptogenezu. Osim uloga tijekom razvoja plasti¢nosti, APP 1 produkti
njegove razgradnje imaju ulogu u paméenju i neuroprotekciji tijekom sazrijevanja i starenja
mozga.

Misevi koji su trostruki knockout za APP, APLP1 i APLP2 nisu vijabilni te imaju abnormalnu
migraciju kortikalnih neurona (90). Misevi koji su dvostruki knockout (dKO) za APP i APLP2
imaju pomijeSane presinapticke i postsinapti¢ke biljege na neuromuskularnim spojevima (91).
U 80 % ovih miSeva smrt nastupa u ranoj postnatalnoj fazi (unutar prvog tjedna zivota) (92),
slicno kao kod miseva dKO za APLP1 i APLP2. Za razliku od toga, miSevi dKO za APP i
APLP1 su vijabilni. Istrazivanja na miSevima KO za jedan ili viSe proteina iz obitelj APP
ukazuju da se njihove uloge medusobno preklapaju te jedan protein moze nadoknaditi
nedostatak drugog proteina. Takoder, transgeni¢ni miSevi koji imaju nadeksprimiran protein
APP imaju povecane neurone (93).

Osim u razvoju 1 neurogenezi, obitelj proteina APP ima vaznu ulogu i u odraslom
hipokampusu i diferencijalno su eksprimirani u razli¢itim regijama hipokampusa (94) gdje
reguliraju sinapticku plasticnost i pamcenje (95,96). U odraslih Zivotinja, intracerebralne

injekcije N-terminalnih odsjeCaka APP-a mogu poboljsati kognitivne funkcije i gustocu
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sinapsi (97). Za veliku aktivnost topljivih odsje¢aka APP-a odgovorne su dvije heparin-vezne
domene. Jedna heparin-vezna domena takoder je mjesto vezanje F-spondina, jedinog
potencijalnog liganda APP-a (98). Identifikacija liganda APP-a je vazna jer je grada APP-a
slicna gradi razvojne signalne molekule Notch.

Vecina in vitro istrazivanja potvrdila je da APP ima ulogu u stani¢noj homeostazi i rastu. U
prolazno transfeciranim stanicama razli¢itih stani¢nih linija, APP regulira stani¢ni rast,
pokretljivost, rast neurita i prezivljenje stanice, Sto sve moze biti uloga oslobodenih topljivih
odsjecaka (99). Izluceni odsjecak sAPPB moze biti ligand za DR6 (engl. Death Receptor 6).
Mogucée je da smanjenje faktora rasta potice cijepanje APP-a pomocu BACE]L, oslobadajuéi
sAPPB koji se veze na DR6 i aktivira kaspazu 6 i kaspazu 3 S§to uzrokuje apoptotsku
degradaciju aksona i some neurona. Ovaj mehanizam moze biti normalan dio aksonalnog
skracivanja (od engl. axonal pruning) ili primarni ¢imbenik degeneracije neurona (100).

Ovo istrazivanje ukazalo je na moguénost da odsje¢ak sAPPB ima potpuno drugacija svojstva
od odsjecka sAPPa (iako je razlika u duljini samo 16 aminokiselina na C-terminalnoj kraju).
Naime, zna se da sAPPa ima vazne uloge u ucenju i pamcenju. Razliita istrazivanja na
animalnim modelima pokazala su ulogu sAPPa u poboljsanju pamcenja (97,101,102), LTP-u
(od engl. long-term potentiation) (103,104), povecanju gusto¢i sinapsa (105,106), prostornom
(107,108) i socijalnom ucenju (109) te oporavku nakon ishemije (110). Takoder, sAPPa
inhibira amiloidogeni put, smanjuje nakupljanje plakova (111) i fosforilaciju proteina tau
(112).

Unutarstani¢ni C-terminalni odsjecak APP-a (CTF) takoder ima dvije vazne uloge — jedna je u
regulaciji transkripcije gena ukljucenih u metabolizam kolesterola (113-115) (detaljnije
objasnjeno u poglavlju 1.4.3.), a druga je u regulaciji vlastitoga unutarstanicnog smjestaja
preko aminokiselinske domene YENPTY. Domena YENPTY regulira Kklatrin-ovisnu
internalizaciju vezanjem na druge proteine. Ta domena je 100% oc¢uvana u svih zivotinja i u
ljudi. Mutacija u ovoj domeni mijenja endocitozu APP-a (116) i smanjuje nastanak Ap (89).
Iako se dugo smatralo da je sam nastanak peptida AP patoloski proces, danas se zna da je AP
normalni produkt stanice (117,118), ali je za fizioloske koncentracije AP nuZan pravilan
omjer cijepanja APP-a a- i B-sekretazom. U malim koncentracijama peptid Ap ima vaznu

ulogu u fiziologiji sinapsi, njihovoj regulaciji (119) i oslobadanju sinaptickih vezikula (120).



1.2.2. Stani¢na biologija APP-a

APP je transmembranski protein tipa I koji ima veliki izvanstani¢ni, odnosno luminalni dio 1
kratki citoplazmatski rep. Sintetizira se u endoplazmatskom retikulumu (ER), vezan je na
membranu ER-a pri ¢emu se velika N-terminalna domena nalazi u lumenu ER-a, a kratki C-
terminalni rep u citosolu. Nakon odvajanja signalnog peptida kotranslacijski se translocira
preko membrane ER-a do Golgijevog aparata (GA). U Golgijevom aparatu nalazi se najveci
udio APP-a u stanici, a u tom organelu se odvija posttranslacijska modifikacija APP-a,
ukljucuju¢i O- i N-glikozilaciju, fosforilaciju i sijalinaciju (121,122). U neuronima APP
nakon GA putuje aksonom brzim aksonalnim transportom do sinaptickih zavrsetaka (123).
Neglikozilirani APP naziva se nezrelim (od engl. immature), a potpuno posttranslacijski
modificirani APP zrelim (od engl. mature). APP iz GA odlazi sekretornim putem do stani¢ne
membrane. U stani¢noj membrani APP se ili procesira ili ulazi u stanicu Kklatrin-ovisnom
endocitozom. Nakon endocitoze, APP odlazi u rane endosome gdje se usmjerava u jedan od
tri moguca puta — recikliraju¢im putem u stani¢énu membranu, retrogradnim putem do trans-
Golgijevog aparata (TGN) preko retromernog kompleksa (124) ili degradiraju¢im putem
preko kasnih endosoma do lizosoma (125). S obzirom da su enzimi koji cijepaju APP u
kanonskim i nekanonskim putevima aktivni u razli¢itim unutarstanicnim odjeljcima,
unutarstanicni smjestaj APP-a kljuCan je korak u usmjeravanju u jedan od proteolitickih
puteva.

Enzim o-sekretaza dominantno cijepa APP u sekrecijskim vezikulama i1 na stanicnoj
membrani (68,126-130). Cijepanjem APP-a a-sekretazom nastaju velika izvanstani¢na
domena (sAPPa) 1 membranski C-terminalni odsje¢ak (CTFa ili C83). Na stani¢noj membrani
dalje CTFa/C83 cijepa y-sekretaza pri ¢emu nastaje neamiloidogeni peptid p3. Kao i a-
sekretaza, metaloproteaze koje sudjeluju u nekanonskim putevima procesiranja APP-a, enzimi
MTS5 i meprin B imaju najveci aktivnost u stani¢énoj membrani (85), a d-Cijepanje odvija se u
lizosomima (84).

Za razliku od a-sekretaze, B-sekretaza vecinom je smjeStena u endosomima i ima najvecu
aktivnost u blago kiselim odjeljcima, tj. endosomima (78). BACE1 moze cijepati APP u
endosomima nakon endocitoze (131,132). Cijepanjem [-sekretazom u ranim endosomima
nastaje veliki topljivi N-terminalni odsje¢ak SAPP i transmembranski C-terminalni odsjecak
CTFB/C99. Nastali CTFB/C99 cijepaju se y-sekretazom ve¢ u endosomima ili se prvo
recikliraju do stanicne membrane i tamo cijepaju (133-135). Cijepanjem CTFB/C99 y-

sekretazom na stani¢noj membrani rezultira peptidima AP koji se izluCuju u izvanstani¢ni
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prostor, a cijepanjem u endosomima nastaju peptidi Af u lumenu endosoma (136,137) koji se
mogu razgraditi u lizosomima ili takoder izlu¢iti u izvanstani¢ni prostor (138). Unutarstani¢ni
smjeStaj y-sekretaze ovisi o sastavu podjedinica. Ako y-sekretaza sadrzi presenilin 1,
kompleks y-sekretaze smjesten je unutar sekretornog i endocitoznog puta te se ve¢inom nalazi
na stani¢noj membrani. Za razliku od toga, kompleks koji se sastoji od presenilina 2 smjeSten
je veé¢inom u kasnim endosomima i lizosomima (126,139).

Razlika u smjestaju kompleksa y-sekretaze ovisno o gradevnim podjedinicama zanimljiva je
jer se smatra se da su upravo unutarstani¢ni peptidi AP najtoksicniji i uzrokuju osSteéenja
kljuéna u razvitku AB (81). Klju¢no mjesto u kojem se odvija te zapocinje amiloidogeno
cijepanje enzimom [-sekretazom su endosomi. U piramidalnim neuronima pacijenata
oboljelih od AB pronadeni su povec¢ani rani endosomi koji sadrZe vise lizosomalnih proteaza
(140). Promjene u endosomalno-lizosomalnom putu prisutne su nekoliko desetlje¢a prije
pojave prvih klinickih simptoma, a koreliraju s nakupljanjem AB40 i AP42 (141), ali i
CTFpB/C99 (142). Nakupljanje povecanih vezikula endosomalno-lizosomalno puta predstavlja
najranije intraneuronalno obiljezje sporadi¢nog oblika AB (143) koje moze biti posljedica, ali

i uzrok povecanog amiloidogenog cijepanja APP-a (142).
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1.3. Retromer u Alzheimerovoj bolesti

1.3.1. Uloga retromera

Iako se dugo vremena promatralo nakupljanje peptida AP kao klju¢ne molekule u nastanku
AB, danas se zna da mehanizmi nastanka AB uklju¢uju rane promjene u endosomalno-
lizosomalnom putu, poput povecanih endosoma i lizosoma (141). Jedan od kljuénih
proteinskih kompleksa unutar endosomalno-lizosomalnog puta je retromerni kompleks (ili
skraceno retromer) (144).

Retromer sudjeluje u dva od tri transportna puta iz endosoma — retrogradnom i recikliraju¢em
transportom putu, odrzavajuc¢i time kontinuirano recikliranje endosomalno-lizosomalnih
proteina/enzima i recikliranje receptora/supstrata. U retrogradnom transportnom putu,
retromer prenosi proteine iz endosoma u trans-Golgijev aparat (145,146). Ovaj put je posebno
vazan za prijenos hidrolaza i proteaza ukljucenih u lizosomalnu degradaciju. U recikliraju¢em
transportnom putu retromer prenosi molekule iz endosoma na stani¢nu membranu (147-150).
Recikliraju¢i transportni put vazan je za neurone jer sluzi za prijenos glutamatnih i ostalih
receptora tijekom sinapti¢kog remodeliranja i plasti¢nosti (151-153).

Retromer je graden od cetiri proteinske podjedinice koje se sastoje od vise proteina. Gradevne
podjedinice retromera su — podjedinica za prepoznavanje molekula (od engl. cargo
recognition core, CRC), podjedinica za “pristajanje na membranu (od engl. ,,membrane
recruiting ), podjedinica za tubulaciju (od engl. tubulation module) i kompleks WASH.
Podjedinica za prepoznavanje molekula je trimerni kompleks koji se sastoji od proteina
Vps26 (od engl. Vacuolar protein sorting-associated protein 26), Vps29 (od engl. Vacuolar
protein sorting-associated protein 29) i Vps35 (od engl. Vacuolar protein sorting-associated
protein 35) (145,146). Sredi$nja molekula podjedinice CRC, ali i cijelog retromera je Vps35
na koji se vezu Vps26 i Vps29. CRC izabire i veze transmembranske proteine u endosomalnoj
membrani i prenosi ih do ciljne membrane. Proteini iz CRC su visokoo¢uvani medu vrstama
(154).

Podjedinica za tubulaciju sluzi za stvaranje i stabilizaciju tubula koji izlaze iz endosoma i
usmjeravaju transport molekula prema ciljnom odredistu. Proteini podjedinice za tubulaciju
pripadaju obitelji proteina sortiraju¢ih neksina (od engl. sorting nexins, SNX) koji imaju
domenu BAR. Clanovi obitelji SNX koji ¢ine ovu podjedinicu su SNX1, SNX2, SNXS5 i
SNX6 (155,156). Pojedinica se sastoji od dimera u razli¢itim kombinacijama, a najces$ca

kombinacija je SNX1 i SNX5 ili SNX6 ili SNX2 s SNX5 ili SNX6 (157). Razlicite
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kombinacije SNX omogucavaju veci broj molekula koje retromer moZze prepoznati i prenositi
(158,159).

Podjedinica za “pristajanje” pomaze vezanju CRC na endosomalnu membranu i1 za
stabiliziranje podjedinice CRC nakon ,pristajanja® na membranu. Ovu podjedinicu cine
proteini SNX3, RAB7 (engl. RAS-related protein 7A) i TBC1D5 (engl. TBC1 domain family
member 5), dio TRE2-BUB2-CDC16 (TBC) obitelji RAB7 GTPaza-aktiviraju¢ih proteina
(155,160). Osim ovih proteina, pristajanju na membranu doprinosi i fosfatidilinozitol-3-fosfat
s endosomalne membrane (161).

Kompleks WASH sluzi za remodeliranje aktina (,,actin-remodelling” module). Sastoji se od
proteina WASH1 (engl. WAS protein family homologue 1), FAM21, strumpellin, CDDC53
(engl. coiled-coil domain-containig protein 53), KIAA1022, ili WASH complex subunit 7.
Uloga podjedinice WASH je brza polimerizacija aktina povezanih s endosomalnom
membranom. Podjedinica WASH veZe se na endosomalnu membranu preko proteina Vps35
(162-164) (Slika 3).

Molekule koje retromer prenosi vezu se na Vps35 putem receptora koji se izravno veze na
retromer (165). Na receptor se vezu ligandi receptora te se prenose zajedno s receptorom
(144). Svi retromerni receptori sadrze intraluminalnu domenu, transmembransku domenu i
domenu citosolnog repa. Do sada je otkriveno nekoliko retromernih receptora koji su dio
obitelji receptora koji sadrZzavaju domenu Vps10. Receptori ukljuéuju sortilin, sorLA (51,55),
SORCS1, SORCS2, SORCSS3, kation-neovisni manoza-6-fosfatni receptor (CI-M6PR)
(145,146), glutamatni receptor (151) i fagocitni receptor TREM2 (50). Najvazniji ligand
kojeg prenosi retromer je APP, koji se na endosomalnoj membrani veze na receptor sorLA
(54,55) (Slika 3.).

Prijenos proteina APP retrogradnim putem ovisan je o receptoru sorLA (166) i retromernom
kompleksu (124). Istrazivanja su pokazala da se APP izravno veZe i za retromer i za receptor
sorLA. Takoder, retromer i sorLA potpuno kolokaliziraju s Vps35 in vivo §to potvrduje da

retromer prenosi oba proteina (124,165).
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Slika 3. Uloga retromera u sortiranju proteina iz endosoma. U reciklirajuéem putu retromer
prenosi molekule ligande iz endosoma do Golgijevog aparata (poput receptora kation-neovisnog
manoza-6-fosfatnog receptora ili sortilina). Za vezanje retromera na molekule ligande potrebno je
»pristajanje* na membranu posredovano proteinima Rab7 i SNX3. Heterodimeri proteina sortirajucih
neksina (SNX) u kombinaciji SNX1 ili SNX2 s SNX5 ili SNX6 posreduju stvaranje tubula i povezuju
retromer s mikrotobulima. Podjedinica za prepoznavanje molekula liganda (Vps35-Vps26-Vps29)
vezu kompleks WASH koji posreduje u grananju aktina na povrSini endosoma. Pojedinica za
prepoznavanje molekula liganda zajedno s SNX27 i kompleksom WASH zajedno prenose f-

adrenergi¢ni receptor, ali i reguliraju receptor paratiroidnog hormona (PTHR). Preuzeto iz (167).
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1.3.2. Disfunkcija retromera u Alzheimerovoj bolesti

Disfunkcija retromera povezana je s najces¢im neurodegenerativnim bolestima, AB, PB, kao i
drugima (168). U AB disfunkcija retromera doprinosi klju¢nim patoloskim obiljezjima
bolesti. U PB studije su otkrile geneti¢ku povezanost disfunkcije retromera s nastankom
bolesti (169).

Disfunkcija retromera prvo je primijecena u AB prilikom izrade molekularnog profila regija
razli¢ito zahvacenih u AB — entorinalnog korteksa, regije najranije zahva¢ene u AB (165) i
dentatnog girusa koji je relativno nezahvacena regija (170). Od svih analiziranih molekula,
koje su neovisne o starosti, u istrazivanju je primije¢eno da entorinalni korteks pacijenata
oboljelih od AB ima smanjene razine proteina Vps26 i Vps35 (165).

Rezultati drugih genetickih studija otkrile su varijante u genima za pojedine proteine svih
podjedinica retromera koji imaju povecan rizik za nastankom AB. Te varijante nalaze se u
genima za SNX1 (iz podjedinice za tubulaciju), SNX3 i RAB7A (iz podjedinice za pristajanje
na membranu) i KIAA1033 (iz podjedinice za remodulaciju aktina) (171). Takoder, u
entorinalnom korteksu i dentatnom girusu razlicita je razina fosfadtidilinozitol-3-fosfata koji
pomaze u pristajanju retromera na membranu endosoma (161). Ukupno, sve podjedinice
retromera uklju¢ene suu AB (171).

U geneti¢kim studijama (51,172) kao i u velikim asocijacijskim studijama (od engl. Genome-
wide association studies, GWAS) (47) pronadeno je da neke varijante u genu SORL1
povecavaju rizik za nastanak kompleksnog oblika AB. Osim mutacija varijanti gena SORL1
uklju¢enih u kompleksni oblik AB, otkrivene su i mutacije u genu SORL1 koje uzrokuju
nasljedni oblik AB (38). Takoder, pronadene su varijante gena i za druge retromerne receptore
iz obitelji receptora s domenama Vps10 koji povecavaju rizik za nastanak AB (173).
Protektivna uloga retromera, kao i mehanizmi kojima je retromer ukljucen u patogenenzu AB
prouCavani su u miSevima, vinskim muSicama 1 staniénom kulturama. U miSevima je
pokazano da mutacija samo jednog alela VVps35 ubrzava patologiju AB (174). Nedostatak
retromera per se wuzrokuje povecano stvaranje AP, disfunkciju hipokampusa 1
neurodegeneraciju u geneti¢ki promijenjenim misevima (166).

Za sada su pronadena tri mehanizma disfunkcije povezanosti retromera s patologijom AB i
drugih neuroloSkih bolesti (168). Prvi mehanizam je da disfunkcija retromera uzrokuje
zastajanje molekula u endosomima koje se u normalnim uvjetima brzo prenose iz endosoma.
Sto se dulje APP zadrzava u endosomima, veéa je $ansa da je procesiran amiloidogenim

putem pomocu enzima BACEL. Naime, u primarnim neuronima hipokampusa u kojima je
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utiSan Vps35 primijeceno je nakupljanje APP i BACE1 u povecanim endosomima some, ali i
procesa neurona (175).

Osim $§to retromer prenosi APP, 1 enzim BACEI prenosi se pomocu retromera putem
receptora sortilina (176) izmedu endosoma i Golgijevog aparata i pri tome se cijepa APP.
Kada je retromer nefunkcionalan, i APP i BACE1 se povecano nakupljaju u endosomima, te
ostaju dulje vremena u endosomu nego u normalnim uvjetima. Posljedica ovog
nefunkcionalnog transporta retromerom je povecano cijepanje APP-a enzimom BACEL.
Odsjecci nastali cijepanjem enzimom BACE] recikliraju se na stani¢cnu membranu, gdje v-
sekretaza prepoznaje odsjecak i cijepa ga, $to dovodi do povecanog nastanka AP. Takoder,
istrazivanja su pokazala da smanjenje Vps35 korelira s povec¢anim nastankom A (151).
Drugi mehanizam je da disfunkcija retromera dovodi do smanjenja receptora na stanicnoj
membrani, poput fagocitnih receptora u mikroglijama. Mikroglije pacijenata oboljelih od AB
imaju smanjenu razinu Vps35 (50). Nedavno otkrivene mutacije u fagocitnom receptoru
TREM2 dovode do smanjene razine receptora na stani¢noj membrani (49,50). TREM2 na
stanicnoj membrani receptora potie razgradnju izvanstani¢nih proteinskih agregata,
ukljucujuéi amiloidne plakove te se odnedavno intenzivno istrazuje uloga TREM2 u AB
a77).

Tre¢i mehanizam disfunkcije retromera povezan je s retrogradnim prijenosom receptora, kao
Sto su CI-M6PR (145,146) ili sortilin (178). Naime, nakon $to su ti receptori transportirani iz
TGN u endosome, proteaze se odvajaju od receptora 1 oslobadaju se u endosome te migriraju
u lizosome. Funkcija tih proteaza je u degradaciji proteina, oligomera proteina i/ili agregata,
unutar endosomalno-lizosomalnog puta. Uloga retromera je u prijenosu receptora iz
endosoma natrag u TGN preko retrogradnog puta kako bi se receptori obnovili za daljnji
prijenos proteaza (145,146).

Osim vazne uloge retromera u stani¢noj biologiji proteina APP i njegovih produkata,
disfunkcija retromera moze se povezati i s patologijom proteina tau. Naime, iako je tau
citosolni protein te klju¢na sastavna komponenta mikrotubula, moze se izlu€iti u izvanstani¢ni
prostor. Nakon toga endocitozom ulazi u neurone (179,180). Smatra se da patoloSko
procesiranje proteina tau zapocinje upravo u endosomima (180). Mehanizmi kojima
disfunkcija retromera moze sudjelovati u patologiji proteina tau ukljucuju smanjeni prijenos
fagocitnih receptora u mikroglijama koje mogu razgradivati izvanstani¢ni protein tau te
poremecéeni prijenos proteaza endosomalno-lizosomalnog puta, pogotovo katepsina D.

Smanjenje aktivnosti proteaze katepsina D uzrokuje toksi¢nost proteina tau (181).
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Retromerni protein Vps26 izravno se veze na retromerni receptor sorLA (182) putem kojeg
prenosi APP (55) u organele koji sprjeavaju prijenos APP-a iz TGN do staniéne membrane
(183,184). Razine proteina sorLA smanjene su u neuronima pacijenata oboljelih od AB (185).
Smanjenje razine proteina sorLA u transgeni¢nim zivotinjma dovodi do nakupljanja AB (55).

Medutim, postoji jo§ nekoliko mehanizama kojima sorLA moZze biti klju¢an u razvoju AB.
Naime, osim $to sorLA veZe cjeloviti protein APP na N-terminalnom kraju (55), veze i APP
na C-terminalnom kraju, stoga moze vezati CTFB/C99 i peptid AP (186). Vezanjem na peptid
AP, receptor sorLA ga usmjerava u lizosome za razgradnju (187). Stoga, ako je na bilo koji

nac¢in funkcija proteina sorLA smanjena, smanjuje se razgradnja i povecava razina

.....

.....

peptida AP upravo unutarstani¢ni peptidi, manji oligomeri (188). Stoga je funkcija sorLA
klju¢na jer sudjeluje upravo u prvom koraku nastanka patoloskih promjena koje uzrokuje AP.
Osim toga, sorLA je ukljucen i u transport unutarstani¢nog kolesterola, odnosno cCestica
ApoE, ¢ime je sorLA izravno ukljuen i u metabolizam kolesterola, vaznog ¢imbenika u
nastanku kompleksnog oblika AB (189). Vjerojatno postoje razli¢ite verzije i jaCina vezanja
receptora sorLA za razlicite izoforme proteina ApoE o kojima ovisi nacin i ucinkovitost
prijenosa kolesterola unutar stanice (190).

Novija istrazivanja otkrila su da se sorLA moZe regulirati unutarmembranskom proteolizom.
Redukcija aktivnosti y-sekretaze moze sprijeciti proteolizu proteina sorLA (191,192). Smatra
se da odsjecci nastali proteolizom proteina SorLA imaju ulogu u transkripciji gena, medutim
funkcija nije do kraja istrazena (191).

Proteini klju¢ni za stabilnost i funkciju retromernog kompleksa su Vps26, Vps29 i Vps35.
Stoga su Mecozzi i sur. (193) sintetizirali male molekule ,,chaperone® koji se vezu na spoju
proteina Vps29 1 Vps35 1 time stabiliziraju retromerni kompleks. KoriStenje te molekule
povecalo je neamiloidogeno procesiranje, a istovremeno smanjilo amiloidogeno procesiranje
APP-a (193). S obzirom da pravilno funkcioniranje retromera djeluje protektivno u vidu
smanjenja AP, poremecaj funkcije retromera mogao bi biti vazan Cimbenik u zacetku AB

(124,165,175).
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1.4. Kolesterol i Alzheimerova bolest

Mozak je organ s najviSe kolesterola te sadrzi oko 20-25% ukupnog kolesterola u tijelu (194—
197). U sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS) kolesterol se ve¢inom nalazi u mijelinskim
ovojnicama te stanicnim membranama astrocita i neurona (197,198). Nedostatak kolesterola
dovodi do degeneracije sinapse, neuspjesne neurotransmisije 1 smanjenja plasti¢nosti sinapse.
Poremecaj razine kolesterola u membranama neurona 1i/ili poremeéaj unutarstani¢ne

raspodjele kolesterola utjee na razgradnju APP i stvaranje AP (197).

1.4.1. Unutarstani¢ni metabolizam kolesterola

Unutarstani¢ni kolesterol u stanicama potjece od sinteze ili unosa kolesterola lipoproteinima
niske gustoée (LDL, engl. low-density lipoprotein). Cestice LDL se vezu na receptor LDL
(LDLR) ili LDLR-srodan protein (LRP1) te ulaze u stanicu endocitozom. U lizosomima se
cestice LDL razgraduju, a oslobodeni kolesterol prenosi proteinima NPC1 1 NPC2 u stani¢nu
membranu ili ER (199). ER je glavno mjesto regulacije sinteze i esterifikacije kolesterola
(200).

Homeostaza unutarstani¢noga kolesterola regulirana je transkripcijskim faktorima Kkoji se
nazivaju proteinima koji vezu regulacijski element sterola (od engl. sterol regulatory element-
binding proteins, SREBP) (200). Kada je dovoljno kolesterola u stanici proteini SREBP
nalaze se u ER-u, povezani s proteinom SCAP (od engl. SREBP-cleavage-activating protein)
koji je senzor razine kolesterola (201).

Kada nema dovoljno kolesterola u stanici, proteini SREBP odlaze iz ER-a u GA gdje ih cijepa
proteaza S1P (od engl. site 1 protease) te dalje mogu biti procesirani pomocu proteaze S2P
(od engl. site 2 protease). Mehanizam regulacije temelji se na prijenosu transkripcijskog
faktora SREBP nastalog u GA do jezgre gdje aktivira gene ukljucene u sintezu endogenog
kolesterola i ulazak egzogenog kolesterola putem endocitoze ¢estica LDL (199).

Visak kolesterola smanjuje transkripcijsku aktivnost SREBP (199). Proteini SREBP reguliraju
transkripciju enzima hidroksimetil glutaril-koenzim A reduktaze (HMGCR), koji katalizira
limitiraju¢i korak u sintezi kolesterola, ali i HMG-CoA sintaze (HMGCS), receptora
lipoproteina niske gusto¢e (LDLR) i samog SREBP te mnogih drugih enzima ukljuc¢enih u
biosintezu kolesterola i masnih kiselina (201). Visak kolesterola esterificira acil:kolesterol
aciltransferaza (ACAT) (202).
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Kolesterol slabo prelazi krvno-mozdanu barijeru te se sintetizira u srediSnjem Zziv€anom
sustavu (203). U mozgu se kolesterol sintetizira u astrocitima, veze na ApoE i endocitozom
ulazi u neurone preko LDLR. U neuronima viSak kolesterola se prevodi enzimom ACATI u
estere kolesterola ili enzimom 24-hidroksilaza u 24-hidroksi-kolesterol koji se pomocu

enzima ABCA1 moze izluciti u cerebrospinalnu tekuc¢inu (202).

1.4.2. Genetic¢ki i epidemioloski ¢imbenici povezanosti kolesterola i1 Alzheimerove bolesti

Postoje mnogi dokazi o genetickim 1 epidemioloSkim cimbenicima koji povezuju
metabolizam kolesterola i AB. Rizi¢ni geneti¢ki ¢imbenici AB reguliraju klju¢ne korake u
metabolizmu kolesterola (APOE, CH25H, LDLR, SORL1, ABCA1, ABCA7, CLU itd).

Prvi 1 jo$ uvijek najsnazniji genetic¢ki ¢cimbenik koji utje¢e na kompleksni oblik AB je APOE
(41). Kod ljudi postoje tri varijante alela APOE, €2, €3 i €4. Mnoga istrazivanja pokazala su
da prisutnost dvaju alela €4 povecava rizik obolijevanja od AB 15-20 puta, dok je rizik
obolijevanja u ljudi koji imaju prisutan jedan alel €4 tri do Cetiri puta veca nego u populaciji
koja nema alel €4 (43,44). Nasuprot tome, alel €2 gena APOE djeluje protektivno te smanjuje
rizik obolijevanja od AB (42).

ApoE je glavni prijenosnik kolesterola u mozgu, iz astrocita do neurona. Otkriveno je da se
ApOE4 €4 zajedno s AP nakuplja u amiloidnim plakovima (204). Nekoliko je mehanizama
kojima se objasnjava povezanost varijante €4 proteina ApoE i AB. ApoE ima vaznu ulogu u
metabolizmu, agregiranju i uklanjanju peptida AP te je otkriveno da je ApoE4 manje
ucinkovit u razgradnji peptida Ap (205). Takoder, ApoE4 ima slabiji afinitet za peptide Ap od
najéesée varijante ApoE3 §to dovodi do smanjenog uklanjanja peptida AP iz stanica (206).
Osim izravne veze ApoE4 s AP, postoje 1 drugi mehanizmi koji mogu objasniti povezanost
ApoE4 genetickog rizicnog ¢imbenika i AB. Naime, astrociti preferencijalno razgraduju
ApoE4 u odnosu na ApoE3 te nosioci alela APOE €4 imaju manju ukupnu koli¢inu ApoE
(207). Nadalje, ApoE4 je manje efikasan u prijenosu kolesterola, potrebnog za normalnu
funkciju neurona (208).

Osim ApoE, otkriven je i utjecaj drugih gena i proteina ukljuc¢enih u metabolizam kolesterola
u mozgu. U astrocitima, ABCA1 je unutarstani¢ni prijenosnik kolesterola koji prenosi
kolesterol na protein ApoE. MiSevi koji imaju deletiran gen ABCAI imaju povecano
nakupljanje peptida AP u misjem modelu AB (209). Nasuprot tome, poveéanje razine ABCA1
smanjuje stvaranje AB u misjim stanicama neuroblastoma (210). Takoder, peptid Ap inhibira

ekspresiju proteina ABCA1 u astrocitima miSeva. Naime, AP regulira izlu¢ivanje kolesterola
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putem ABCAI te inhibicija stvaranja AP dovodi do povecanih razina unutarstani¢nog
kolesterola u neuronima i smanjenog izlu¢ivanja kolesterola u cerebrospinalnu tekuéinu (211).
Nadalje, u dvije paralelne analize GWAS otkriven je i polimorfizam gena CLU kao geneticki
rizi¢ni ¢imbenik nastanka sporadi¢nog oblika AB (47). Gen CLU kodira protein klusterin,
apolipoprotein J (ApoJ) koji ima ulogu u prijenosu i metabolizmu kolesterola u mozgu. ApoJ
sprjeCava polimerizaciju i agregaciju peptida AP (212) te pospjesuje njegovo uklanjanje
(213,214).

Opc¢enito, istrazivanja kolesterola kao ¢imbenika u nastanku AB dovela su do mnogobrojnih
otkri¢a. Hiperkolesterolemija je jedan od cimbenika u nastanku AB. Naime, razine
lipoproteina niske gusto¢e (LDL), ali ne i lipoproteina visoke gustoce (HDL), proporcionalne
su koli¢ini AB42 u mozgu pacijenata s AB, a razina kolesterola u mozgu pacijenata oboljelih
od AB visa je od one u zdravih kontrola slicne dobi (215,216). Ova otkrica omogucila su
upotrebu lijekova za snizavanje kolesterola, statina, u lijeCenju pacijenata oboljelih od AB.
Medutim, samo neke epidemioloske studije pokazuju pozitivne ucinke statina u lijeCenju AB
(217,218).

1.4.3. Kolesterol modulira razgradnju APP — in vivo i in vitro dokazi

Osim proteina ukljucenih u metabolizam kolesterola koji su geneticki rizicni ¢imbenici za
nastanak AB, mnoga in vivo i in vitro istrazivanja otkrila su vaznost kolesterola u nastanku
AB. Promjene u homeostazi kolesterola utjecu na procesiranje APP-a. Povecana razina
kolesterola uzrokuje pove¢ano nakupljanje peptida AP i odsjeCaka CTF te smanjenje razine
fragmenta sAPPa u mozgu transgeni¢nih miSeva (219). Povecanje i smanjenje razine
kolesterola u stani¢nim modelima takoder utjeCe na stvaranje peptida AP, a tretman stanica
statinima koji uzrokuje smanjenje razine membranskog kolesterola smanjuje proizvodnju
peptida AP (220-223) i stimulira cijepanje APP-a a-sekretazom u neamiloidogenom putu
(224).

Protein APP, B- 1 y-sekretaza mogu biti smjeSteni u membranskim odjeljcima bogatim
kolesterolom i sfingolipidima, tzv. lipidnim splavima (od engl. lipid rafts) (220,225).
Smanjenje razine membranskog kolesterola dovodi do smanjenja aktivnosti y-sekretaze, a
povecanje razine membranskog kolesterola dovodi do povecanja aktivnosti y-sekretaze u
staniénoj membrani (209). Takoder, poviSena razina kolesterola u stani¢noj membrani
uzrokuje priblizavanje APP i BACE] u lipidne splavi na stani¢noj membrani $to rezultira

povecanim nakupljanjem peptida AP u endosomima. Naime, povecana kolokalizacija APP i
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BACEL uzrokuje brzu internalizaciju proteina APP i BACELl (226). Protein APP se sa
staniéne membrane internalizira klatrin-ovisnom endocitozom, a njegova prisutnost u
endosomima ovisi o regulaciji endocitoze proteina APP s povrSine stanice. Kolesterol moZe
utjecati na endocitozu jer povisene koncentracije kolesterola uzrokuju smanjenje fluidnosti
membrane te povecanu endocitozu (227). Nasuprot tome, smanjenje membranskog
kolesterola rezultira smanjenom aktivnosti - i y-sekretaze te smanjenjem nastanka AP (228).
Iako su mnoga istrazivanja ukazivala da poremecen metabolizam kolesterola doprinosi
amiloidogenom procesiranju APP, to¢an mehanizam godinama je bio nepoznat. Barrett i sur.
su nuklearnom magnetskom rezonancijom analizirali strukturu peptida CTFB/C99. Pokazali
su da se slijed G7oXXXGy4 unutar C-terminalnog odsjecka APP (CTFB/C99), nastalog
cijepanjem enzimom BACEI, veZe na kolesterol (114) i regulira homeostazu kolesterola
(113).

Mogué¢i mehanizmi kako kompleks izmedu CTFB/C99 ili APP i kolesterola doprinosi
amiloidogenezi 1 AB su razli€iti. Prvo, povezanost C99/APP s kolesterolom moZe poticati
dolazak APP u membranske domene bogate proteazama amiloidogenog puta, B- 1 y-
sekretazom. Drugo, vezanje kolesterola na CTFB/C99 moze imati ulogu kofaktora koji
omogucuje prepoznavanje supstrata. Trece, mjesto na APP koje cijepa a-sekretaza je odmah
do veznog mjesta za kolesterol. Izravno vezanje kolesterola na APP moZe smanjiti
neamiloidogeno cijepanje preko a-sekretaze. Cetvrto, vezno mijesto za kolesterol se na
CTFB/C99 nalazi unutar domene B-amiloida (aminokiseline 672-711 nalaze se u AB4o). Dakle,
kompleks izmedu kolesterola i AR moze doprinijeti profibrilogenom ucinku kolesterola u
membrani (114).

Osim §to kolesterol moZe utjecati na cijepanje proteina APP i aktivnost enzima koji sudjeluju
u tom procesu, Pierrot i sur. su pokazali da APP i produkti njegovog cijepanja takoder utjecu
na metabolizam kolesterola te su predlozili model povratne sprege izmedu kolesterola 1
nastanka peptida AP. Naime, primijetili su da kod transgeni¢nih miSeva kojima nedostaje
protein APP dolazi do promjena u homeostazi lipida, te da peptid Af moze djelovati kao
inhibitor enzima HGMCR i time smanjiti de novo sintezu kolesterola (113).

Pierrot i suradnici predlozili su to¢an mehanizam djelovanja APP-a na metabolizam
kolesterola u neuronima. Pokazali su da CTFB/C99 kontrolira sintezu kolesterola preko
proteina SREBP koji kolokaliziraju u GA. Takoder, za vezanje CTFB/C99 na SREBP klju¢an
je motiv GXXXG koji je osim za vezanje na kolesterol kljucan i za regulaciju ekspresije
HMGCR. Otkri¢e klju¢nih mjesta na APP na koje se veze kolesterol omogucilo je detaljnije

istrazivanje medudjelovanja kolesterola i APP (113).
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1.5. Bolest Niemann-Pick tipa C kao model istraZivanja Alzheimerove bolesti

Bolest Niemann-Pick tipa C (NPC) i AB su progresivne neurodegenerativne bolesti razlicite
epidemiologije i etiologije (229). Za razliku od kompleksne AB na koju utjee mnogi
geneticki 1 okolisni Cimbenici, bolest NPC je rijetka autosomalna recesivna bolest. Medutim,
zanimljivo je da bolest NPC pokazuje niz slicnosti s AB, npr. poremeceni metabolizam
kolesterola i ApoE4, povecanu razinu CTFB/C99 i peptida AP, tau patologiju, kao i
disfunkciju endosoma-lizosoma i neurodegeneraciju (AB-slican fenotip) (230,231) Sto
ukazuje da bi ove dvije bolesti mogle dijeliti iste molekularne mehanizme nastanka.

Bolest NPC je heterogena neurovisceralna bolest koja se moze dijagnosticirati od infantilne
dobi do odrasle dobi, a trajanje bolesti je dulje Sto je bolest otkrivena u kasnijoj dobi pacijenta
(232,233). Visceralni organi ukljuceni u bolest su jetra, slezena i pluca, a glavni visceralni
simptom je hepatosplenomegalija uzrokovana izrazenim nakupljanjem kolesterola u jetri 1
slezeni. Osim najtezih juvenilnih oblika, svi pacijenti razvijaju progresivnu i fatalnu
neurolosku bolest koja ukljucuje demenciju i psihi¢ki poremecaj. Neuroloski simptomi
ukljucuju cerebelarnu ataksiju, disartriju, disfagiju i progresivnu demenciju, a karakteristi¢ni

simptom je vertikalna supranuklearna paraliza pogleda (234).

1.5.1. Molekularna osnova bolesti NPC

Bolest Niemann-Pick tipa C je rijetka nasljedna lizosomska bolest nakupljanja. Uzrokovana je
mutacijama u genu NPC1 (95% slucajeva) (235) ili NPC2 (236). Disfunkcija proteina
NPC1/NPC2 dovodi do nakupljanja kolesterola nakon endocitoze u kasnim endosomima i
lizosomima $to uzrokuje visceralne i neuroloske simptome (Slika 4.) (237-239). Nakupljanje
kolesterola u ovim organelima smanjuje koncentraciju kolesterola u ER gdje su smjeSteni
proteini koji ,,0sje¢aju‘ razinu kolesterola u stanici §to dovodi do povecane sinteze kolesterola
I smanjenje esterifikacije kolesterola (238) i uzrokuje daljnje nakupljanje unutarstanicnoga
kolesterola. Osim kolesterola, u kasnim endosomima i lizosomima se nakupljaju i
sfingolipidi, glikolipidi i bis(monoacilglicerol)fosfat (BMP) (240-242).

NPC1 je veliki membranski protein od 1278 aminokiselina, a NPC2 mali topljivi protein od
151 aminokiseline. Oba su ubikvitarno eksprimirana u lizosomima te sadrzavaju kolesterol-
veznu domenu (235). To¢an mehanizam djelovanja prijenosa kolesterola pomocu tih proteina

jos je nepoznat, ali se smatra da djeluju tandemski u prijenosu kolesterola (243).
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Slika 4. Nedostatak proteina NPC1 ili NPC2 uzrokuje nakupljanje kolesterola u kasnim
endosomima i lizosomima. Kolesterol ulazi u stanicu endocitozom nakon vezanja lipoproteinske
Cestice LDL/ApoE na LDL-receptor. Nakon endocitoze ulazi u endosome koji sazrijevaju do kasnih
endosoma i lizosoma u kojima se slobodni neesterificirani kolesterol nakuplja Sto uzrokuje smanjenu
razinu kolesterola u stani¢noj membrani i endoplazmatskom retikulumu. Smanjena razina kolesterola

u endoplazmatskom retikulumu uzrokuje povecanu sintezu kolesterola unutar stanice.

1.5.2. Sli¢énosti 1 razlike izmedu bolesti NPC i AB

U stani¢énom modelu bolesti NPC, kao i u mozgovima NPC1 knockout miSeva primijecen je
promijenjeni metabolizam APP-a, koji ukljuuje nakupljanje CTFB/C99 i AP
(230,231,244,245). Mnoga istrazivanja pokazala su da nakupljanje kolesterola u kasnim
endsomima i lizosomima utjece na procesiranje APP-a i nakupljanje unutarstanicnog AP u
stanicama CHO NPC1-null (231,244,246). U pacijentima oboljelima od bolesti NPC nisu
pronadeni amiloidni plakovi na $to moze utjecati prebrzi razvoj patologije i nedostatak
vremena, tj. procesa starenja za razvoj plakova, kao $to je to slucaj u AB (230). Difuzni
amiloidni plakovi opisani su u samo jednom istrazivanju i to u tri pacijenta oboljela od bolesti
NPC koji su bili APOE e4-pozitivni (247). Nedavno istrazivanje povezanosti progresije
bolesti NPC i genotipa APOE je ukazalo na brzu progresiju bolesti u APOE &4 pozitivnih
osoba (248). Disfunkcija endosoma-lizosoma takoder je primijeena u stani¢nim i misjim

modelima bolesti NPC kao i u fibroblastima pacijenata oboljelih od bolesti NPC. Pokazano je
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da se uslijed nedostatka funkcionalnog proteina NPC1, odsjecci CTFB/C99 i peptidi AP
nakupljaju u kasnim endosomima (230,244), ali i u ranim endosomima (244). Ovi rezultati
ukazuju na indirektnu vezu nakupljanja kolesterola i AP te da nakupljanje kolesterola
uzrokuje disfunkciju endosomalno-lizosomalnog puta §to je povezano s nakupljanjem
CTFB/C99 i AP (229). Takoder, povisena razina peptida AP pronadena je u likvoru pacijenata
oboljelih od NPC (249).

Jedno od patoloskih obiljezja kasnijih oblika bolesti NPC je nakupljanje neurofibrilanih
snopica proteina tau koji su morfoloski i imunoloski jednaki snopi¢ima u AB (250). Osim
toga, u APOE e4-pozitivnih NPC pacijenata tau patologija, koja ukljucuje ranije stvaranje i
ve¢i broj neurofibrilanih snopica, ranije se razvija (247). Za razliku od nositelja APOE &4,
nosioci APOE &2 kasnije su razvijali bolest NPC (248). Ovi podaci ukazuju da alel APOE &4,
osim $§to je rizi¢ni faktor za razvoj AB, utjeCe na raniju pojavu i1 brZze napredovanje bolesti
NPC.

Osim $to bolest NPC pokazuje patoloske karakteristike AB, u hipokampalnim uzorcima
oboljelih od AB primijeten je promijenjeni metabolizam proteina NPCI1. Ujedno,
promijenjena razina mRNA/proteina NPCL1 je detektirana u mozgovima pacijenata oboljelih
od AB (251). Studije na mi§jim modelima AB su pokazale da delecija jednog alela NPC1
uzrokuje povecano nakupljanje AP te ubrzava progresiju AB 1 obrnuto, da povecana
ekspresija APP-a (252) kao i uklanjanje gena APP (253) u NPC misjem modelu dovodi do
pogorSavanja patoloskih procesa NPC bolesti. Osim toga, uz neurodegeneraciju obje bolesti
karakterizira pojava neuroinflamacije. Dok se u AB pretpostavlja da je neuroinflamacija
odgovor na zapocete patoloske procese koji ukljucuju degradaciju peptida AP i aktivaciju
astrocita i mikroglija, u bolesti NPC neuroinflamacija se javlja puno prije prvih simptoma
bolesti i patoloskih znacajki, tj. odumiranja Purkinje neurona u malom mozgu (254).

Ove dvije bolesti pokazuju i jasne neuropatoloSske razlike. Za razliku od AB gdje do
neurodegeneracije dolazi primarno u hipokampusu i mozdanoj kori, a neuroni malog mozga
su, Cini se, zastiCeni (tj. najkasnije su zahvaceni), u bolesti NPC je opisana izrazita
neurodegeneracija Purkinje neurona u malom mozgu, dok nasuprot tome, u hipokampusu
neurodegeneracija nije primijeCena (255). Medutim, zbog malog broja NPC pacijenata i
nedostatka ¢imbenika starenja, jer prvenstveno obolijevaju djeca, pretpostavlja se da bi u NPC
bolesti i hipokampus mogao biti zahvacen, ali da je progresija bolesti u hipokampusu sporija.
Istrazivanja kojima je cilj utvrditi ¢imbenike osjetljivosti razli¢itih neurona i/ili razlicitih
regija mozga kao 1 protektivne Cimbenike, predstavljaju vazan aspekt danasnjih istrazivanja

ovih kao i drugih neurodegenerativnih bolesti.
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1.5.3. NaSa dosada$nja istrazivanja

NasSa istrazivanja pokazala su da povecana razina kolesterola u bolesti NPC uzrokuje
povecano cijepanje APP-a enzimom BACEL (246) kao posljedicu smanjenog izrazaja APP-a
na stani¢noj membrani te povecanog nakupljanja APP-a i BACEL u lipidnim splavima (256) i
u endosomima (257). Rezultat je povecani nastanak CTFB/C99, sAPPB i unutarstani¢nog
peptida AB40 (246). Nasuprot tome, smanjenje kolesterola u stanicama CHO NPC1-null
poveca