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PATOMORFOLOSKE I IMUNOHISTOHEMIJSKE KARAKTERISTIKE PROMENA
U MOZGU STARIH PASA

REZIME

Starenje je univerzalni bioloSki proces tokom kojeg mogu nastati brojne
promene u mozdanom tkivu. Neke od starosnih promena su makroskopski vidljive, dok
se ve¢ina moze otkriti histoloSkom analizom. U ovom radu ispitivano je prisustvo
starosnih promena u mozdanom tkivu 36 pasa, koji su bili podeljeni u dve grupe:
kontrolnu i eksperimentalnu. Kontrolnu grupu je ¢inilo 6 pasa starosti do pet godina, a
eksperimentalnu 30 pasa starijih od deset godina. Nakon obavljene nekropsije mozdano
tkivo pasa je makroskopski analizirano, fiksirano u formalinu i uklapano u parafinske
blokove. TKivni iseCci su bojeni metodama: hematoksilin eozin, kongo crveno,
modifikovana Ziehl Neelsen, PAS i imunohistohemijskom tehnikom streptavidin-biotin
(LSAB2). Od primaranih antitela koris¢ena su: poliklonsko antitelo za beta amiloid
(AB1-14), monoklonsko antitelo za beta amiloid (AB1-42), poliklonsko antitelo za
amiloid prekursor protein, monoklonsko antitelo za ubikvitin, monoklonsko antitelo za

metalotionein I i II, poliklonsko antitelo za GFAP i poliklonsko antitelo za tau protein.

Makroskopskim ispitivanjem mozga kod eksperimentalnih Zivotinja uocene su
promene, koje su se ispoljavale kao difuzno zadebljanje mekih mozdanica, kortikalna
atrofija sa suzenjem vijuga 1 proSirenjem brazda i blago proSirenje lateralnih mozdanih
komora. HistoloSkom analizom mozdanog tkiva ustanovljene su slede¢e promene:
fibroza mozdanica i zida krvnih sudova, neuronofagija, satelitoza, astrocitoza,
astroglioza, depoziti amiloida, nakupine lipofuscina, prisustvo ubikvitinskih granula i
poliglukozanskih tela. Prisustvo starosnih promena ispitivano je u frontalnoj i
parijetalnoj kori, hipokampusu, malom mozgu i produZenoj mozdini. Segmenti mozga
koji su najces¢e zahvaceni histoloskim promenama bili su frontalna i parijetalna kora,
kao i hipokampus. Depoziti amiloida su dokazani metodom bojenja kongo crvenog i
imunohistohemijski u zidu cerebralnih krvnih sudova i mozdanom parenhimu. Amiloid
u zidu parenhimskih i meningealnih krvnih sudova dokazan metodom bojenja kongo
crvenog pod polarizacionim svetlom pokazivao je zuto zelenu fluorescenciju. Ovi
depoziti bili su imunohistohemijski pozitivni na AB1-14 i AP1-42. Amiloid se u

moZdanom parenhimu nakuplja ekstracelularno u obliku plakova 1 intracelularno.



Plakovi su bili imunohistohemijski pozitivni na AB1-14 1 AB1-42, dok su intracelularne
nakupine pokazale imunohistohemijsku pozitivnu reakciju samo na AB1-14. Kod starih
pasa ustanovljeno je povecanje amiloid prekursor proteina u odnosu na kontrolnu grupu
pasa. Takode, kod starijih jedinki je uoCeno povecanje koliCine lipofuscina u
neuronima, kao i veéi broj ¢elija u kojima se on nakuplja. Nakupine lipofuscina su
dokazane u svim ispitivanim regionima mozga kod pasa eksperimentalne grupe, ali su
najces¢e bile prisutne u poduzenoj mozdini. Prisustvo fosforilisanog tau proteina u
neuronima pasa nhije ustanovljeno. Veca koli¢ina ubikvitina u glija ¢elijama i neuronima
starih pasa upucuje na zaklju¢ak da se u ovim c¢elijama odvija pojacana razgradnja
proteina i razvoj regresivnih promena. Na pojacanu reaktivnost astrocita ukazivala je
imunohistohemijski pozitivna reakcija na GFAP i metalotionein I i II, pri ¢emu je
intenzivnija reakcija kod starijih jedinki. Primenom PAS metode ustanovljeno je
ekstracelularno 1 intracelularno prisustvo poliglukozanskih tela u mozdanom tkivu pasa
eksperimentalne grupe. Uocene sli¢nosti izmedu promena u mozgu starih pasa,
ustanovljenih u ovom ispitivanju i promena koje se javljaju kod starih ljudi i osoba
obolelih od pojedinih neurodegenerativnih oboljenja, ukazuju o pogodnosti koriS¢enja

psa kao dobrog eksperimentalnog modela za prou¢avanje starosnih promena u mozgu.

Kljucne reci: proces starenja, pas, mozak, starosne promene, amiloid, lipofuscin

NAUCNA OBLAST: Veterinarska medicina.
UZA NAUCNA OBLAST: Patologija.
UDK BROJ: 619:636.7:616



PATHOMORPHOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL
CHARACTERISTICS OF CHANGES IN THE BRAIN OF AGED DOGS

SUMMARY

Aging is a universal biological process accompanied with numerous changes in
the brain. Some of the age-related changes are macroscopically visible, while most of
them can be detected only by microscopic examination of the tissues. In this study the
presence of age-related changes in the brain of thirty-six adult dogs were examined.
These dogs were divided into 2 groups: experimental and control. The control group
consisted of 6 dogs aged up to five years while the experimental group comprised 30
dogs older than ten years of age. Necropsies had been performed on all dogs and the
brains were macroscopically analyzed, fixed in formalin and embedded in paraffin
blocks. The tissue sections were stained by the following methods: hematoxylin-eosin,
Congo red, modified Ziehl Neelsen, PAS and immunohistochemical method
streptavidin-biotin (LSAB2). As primary antibodies were used: polyclonal antibody
against Ap-14, monoclonal antibody against AB1-42, polyclonal antibody against
amyloid precursor protein, ubiguitin monoclonal antibody, monoclonal antibody against

metalotionein I and IT, GFAP polyclonal antibody and a anti-Tau polyclonal antibody.

The most common macroscopic changes in the brain of experimental animals
were diffuse leptomeningeal thickening, cortical atrophy with narrowing of the gyri and
widening of the sulci, and mild lateral ventricle enlargement. Meningeal fibrosis and
fibrosis of the brain blood vessel wall, neuronophagia, satellitosis, astrocytosis,
astrogliosis, accumulation of amyloid and lipofuscin and the presence of ubiquitinated
and polyglucosan bodies were detected microscopically. The presence of age-related
changes was studied in the frontal and parietal cortex, hippocampus, cerebellum and
medulla oblongata. The hippocampus, frontal and parietal cortex were the most
commonly affected by the above mentioned changes. Amyloid deposits were identified
in the walls of cerebral blood vessels and brain parenchyma using Congo red and
immunohistochemical staining. The deposits of amyloid in parenchymal and meningeal
blood vessels that had been detected by Congo red staining showed a yellow-green
fluorescence  under polarized light and were ABl1-14 and AP1-42

immunohistochemically positive. Amyloid accumulated extracellularly in the brain



parenchyma in the form of plaques and intracellularly. The plaques were AB1-14 and
AP1-42 immunohistochemically positive, while the intracellular deposits were only
APB1-14 immunohistochemically positive. In old dogs compared to the control group an
increase of amyloid precursor protein expression was found. In addition, we observed in
old dogs an increase of lipofuscin accumulation in neurons, as well as greater numbers
of lipofuscin containing cells. Accumulations of lipofuscin were observed in all
examined segments of the dog brains from the experimental group and they were most
frequently present in the medulla oblongata. The presence of phosphorylated tau protein
was not detected in dog neurons. The greater amount of ubiquitin in glial cells and
neurons of old dogs suggests that these cells have increased protein degradation and
development of regressive changes. GFAP and metallothionein 1 and |l
immunhistochemically positive reactions indicate increased astrocytes reactivity,
whereby the reaction was more intense in old dogs. The extracellular and intracellular
presence of polyglucosan bodies in the brain tissue of dogs from the experimental group
was observed using the PAS method. The observed correlations between changes
occurring in the brain of old dogs and those that occur in old people and patients with
certain neurodegenerative diseases, indicate that dogs could be used as an animal model
for the study of age-related changes in the brain.

Keywords: aging, dog, brain, age-related changes, amyloid, lipofuscin.

SCIENTIFIC FIELD: Veterinary medicine
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0 SPISAK SKRACENIH NAZIVA KORISCENIH U TEKSTU

AD - Alzheimer’s disease

ADAM - a disintegrin and metalloproteinases

AICD - amyloid precursor protein intracellular domain
APH-1 - anterior pharynx defective-1

APP - amyloid pecursor protein

AP - beta (B) amyloid

BACE - g-site APP-cleaving enzyme

BDNF - brain-derived neurotrophic factor

CA — corpora amylacea (korpora amilacea)

CAA - cerebral amyloid angiopathy (cerebralna amiloidna angiopatija)
CNS — central nervous system (centralni nervni sistem)
DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

EPM2A - epilepsy progressive myoclonus type 2A
EPM2B - epilepsy progressive myoclonus type 2B

FAD - familial early-onset Alzheimer’s disease

GBED - glycogen branching enzymes deficiency disease
GFAP - glial fibrillary acidic protein

GIF - growth inhibitory factor

HE — hematoksilin eozin

HNE - 2-hidroksi-4-trans nonelal

LRP-1 - lipoprotein receptor-related protein-1
MAGUK - membrane associated guanylate kinase
MMP - matrix metalloproteinases

MRNA - messenger ribonucleic acid

MT - metalotionein

NFT - neurofibrillary tangles

NSE - neurone-specific enolase

PAS - periodic acid Schiff

PEN-2 - presenilin enchancer-2

PGB - polyglucosan bodies



PSEN - presenilin

ROS - reactive oxygen species

MRNA - messenger ribonucleic acid

SAD - sporadic late onset Alzheimer s disease

SDAT - senile dementia Alzheimer’s type

ccSDAT - canine counterpart of the senile dementia of the Alzheimer type

SORL1 (SORLA, SORLAL1 ili LR11) - sortilin-related receptor, L (DLR class), A
repeats-containing

Z0O - zonula occludens proteins



1. uvoD

Starenje je univerzalni bioloski proces tokom kojeg dolazi do ostecenja
homeostatskih mehanizama. Starost i proces starenja kao fenomen proucavani su
vekovima, ali ni danas ne postoji potpuna i jedinstvena definicija starosti, niti
sveobuhvatno objasnjenje procesa starenja. U Sirem smislu, starenje podrazumeva
ireverzibilan proces koji se sastoji iz dve faze. Prva faza procesa starenja, po ovoj
definiciji, zapoCinje od samog zaceca, pri ¢emu ona predstavlja fazu rasta i razvoja
organizma, dok u drugoj fazi dolazi do poremecaja funkcija organizma sa posledi¢nim
slabljenjem. U uzem smislu, starenje predstavlja fazu involucije, tj. samo drugu fazu
starenja po pomenutoj definiciji. UopSteno govoreci, vrlo je tesko napraviti granicu

izmedu faze rasta i involucije i odrediti pokazatelje koji bi ove dve faze jasno razdvojili.

Starenje se u savremenoj gerontologiji na osnovu dinamike moze podeliti na
fiziolosko 1 patolosko. FizioloSko starenje karakteriSe uskladeno usporavanje funkcija
¢elija, tkiva i organa 1 predstavlja ,,normalan® proces starenja, dok je patolosko starenje
proces pri kome dolazi do narusavanja opsteg stanja jedinke u bilo kom dobu Zivota, a
vezano je za pojavu neke bolesti ili oSteCenja jedinke koja dovode do prevremene

starosti i smrti.

Postoje razli¢ite teorije koje pokuSavaju da objasne uzroke procesa starenja i
starosnih promena. Anti¢ka ,,humoralna teorija starenja‘ predstavlja prvi pokuSaj da se
objasni proces starenja. Po ovoj teoriji, starenje predstavlja poremecaj humoralne
ravnoteZe u organizmu izazvan gubitkom ,,urodene toplote*, koju svako Zivo bi¢e dobija
svojim nastankom. U 19. veku pojavile su se razne ,,metabolicke teorije, koje su
starenje posmatrale kao postepeno smanjenje intenziteta metabolic¢kih procesa (,,zamor
materijala®), pri ¢emu dolazi do gasSenja Zivotne energije. Kasnije se javljaju i mnoge
druge teorije procesa starenja kao Sto su adaptaciono-regulacione, genetske i psiholoske
teorije. Takode, danas postoji viSe teorija 0 samom uzroku procesa starenja, kao Sto su
teorija slobodnih radikala, teorija somatskih mutacija, ,,mitohodrijalna teorija®, teorija
akumulacije abnormalnih proteina, imunska teorija i neke druge. U svim pomenutim
teorijama polazi se od ¢injenice da postoji jedan uzrok za starenje, medutim danas se
zna da je starenje prouzrokovano brojnim faktorima zbog kojih nastaju razlicite

promene. Starosne promene podrazumevaju oStecenje molekula, ¢elija, tkiva i1 na kraju
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organa pod dejstvom velikog broja Stetnih agenasa, kao Sto su fizicki i hemijski faktori
(oksidacija, radijacija, teski metali i dr.). Prethodno pomenuti faktori oste¢uju proteine,
lipide ili DNK zbog cega dolazi do ¢elijske smrti, gubitka funkcije nekog organa, Sto na
kraju moze da rezultira 1 uginu¢em jedinke ako je u pitanju vitalni organ. Proces
starenja u Celiji prate promene u metabolizmu proteina sa usporavanjem prometa i
akumulacijom intracelularnih proteina koji postaju disfunkcionalni. Pored akumulacije
proteina u procesu starenja ¢elije moze do¢i do nagomilavanja lipida, toksina, slobodnih
radikala, pigmenata itd. Sve ovo dovodi do oSte¢enja mehanizama homeostaze i samim
tim do naruSavanja metabolicke ravnoteze, zbog Cega se moze reéi da starenje

karakteri$e skup univerzalnih, progresivnih, $tetnih i ireverzibilnih promena.

Zivotni vek Coveka i Zivotinja je znaGajno produZen razvojem tehnologije,
medicine i ishrane, ¢ime je omogucéeno da promene, koje nastaju tokom starenja, budu
izraZenije i uo€ljivije. Starosne promene najvise su istrazivane kod ljudi, nekih primata,
miSeva i pasa, ali su opisane i kod drugih sisara: medveda, macaka, krava, koza, ovaca,

svinja, konja.

Stetni efekti nastali u procesu starenja najbolje se mogu uoéiti i pratiti u tkivima
na postmitotickim ¢elijama, jer u njima letalno oStec¢ene ¢elije ne mogu biti zamenjene
novim intaktnim ¢éelijama. U ovu grupu tkiva spada nervno tkivo sa svojom centralnom
ulogom u odrZavanju homeostaze organizma. Mozak tokom Zivota trpi morfoloske 1
funkcionalne promene pri ¢emu dolazi do modifikacija sinapsi, slabljenja cirkulacije i

poremecaja metabolizma.

lako su za izu€avanje starosnih promena u mozgu kod ljudi koriS¢eni razliciti
animalni modeli, naj¢e$¢e su ispitivanja vrSena na psima, zbog sli¢nosti promena. Psi
takode, mogu ispoljiti jasne znake kognitivnih poremecaja, a sa Covekom dele Zivotni
prostor i moguci Stetni uticaj razli¢itih faktora. Zbog toga se smatra, da je pas jedan od
boljih modela za prouc¢avanje promena u centralnom nervnom sistemu, koje se javljaju
u procesu starenja kao i kod nekih neurodegenerativnih oboljenja, kao $to je Alzheimer-

ova bolest.

Promene nastale tokom starenja mogu se ispoljiti na makroskopskom i

mikroskopskom nivou. Neke od promena na mozgu starih pasa, kao §to su suzenje
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girusa i proSirenje sulkusa i mozdanih komora, mogu se uociti makroskopski, dok se
promene na meningealnim i parenhimskih krvnim sudovima, neuronima, glija ¢elijama i

neuropilu, mogu da uo¢e mikroskopski.

Ekstracelularno  nakupljanje  amiloida, intraneuronska ~ akumulacija
neurofibrilarne Kklubadi i gubitak neurona predstavljaju najbitnije mikroskopske
promene kod starih ljudi i ljudi obolelih od senilne demencije Alzheimer tipa (SDAT).
Pocetkom XX veka Alzheimer je ustanovio prisustvo amiloidnih plakova i
neurofibrilarnih nakupina kod pacijenata sa demencijom. Neposredno pre Alzheimer-
ovog otkric¢a, kod pacijenata sa epilepsijom (1892.god., Blocq i Marinesco) i senilnom
demencijom (1898. god., Emil Redlich) opisani su svojevrsni depoziti u mozgu
prvobitno oznaceni kao ,,milijarne nekroze®, a kasnije kao senilni plakovi. Ustanovljeno
je da senilne plakove gradi protein, koji se naziva B-amiloid (AP), a koji nastaje
skra¢ivanjem veéeg proteina, amiloid prekursor proteina (amyloid precursor protein,
APP - eng.). Pored toga Sto se amiloid moze odlagati u neuropilu mozdanog tkiva, kada
nastaju razlic¢ite forme plakova, on se moze akumulirati u zidu krvnih sudova, Sto se

oznacava kao cerebralna amiloidna angiopatija (cerebral amyloid angiopathy, CAA,
eng.).

U mozgu pasa tokom starenja mogu nastati slicne ili istovetne promene kao kod
ljudi, mada u literaturi postoje podeljenja misljenja oko tipova amiloidnih plakova kao i
oko pojave neurofibrilane klubadi. Pored toga, nedovljno je poznata uloga nekih
proteina, kao Sto su metalotioneini 1 ubikvitin, u procesu nastajanja starackih promena.
Sve to nas je navelo da u ovoj doktorskoj disertacija pristupimo izucavanju
patomorfoloskih promena kao i histohemijskom i imunohistohemijskom dokazivanju
patoloskih i reaktivnih produkata kao $to su amiloid, lipofuscin, poliglukozanska tela,

ubikvitin, metalotioneini, koji nastaju u mozgu starih pasa.



2. PREGLED LITERATURE
2.1.  MAKROSKOPSKE | PATOHISTOLOSKE PROMENE U MOZGU

U procesu starenja kod pasa nastaju promene na tkivima i ¢elijama, Cije su
funkcionalne posledice u vecini sluc¢ajeva nejasne. Starosne promene nastale u
centralnom nervnom sistemu pasa veoma su sliéne promenama u mozgu starih ljudi i
ljudi obolelih od Alzheimer-ove bolesti. U mozgu starih pasa nastaju promene na
parenhimu, meningama, horioidnim pleksusima i krvnim sudovima (Borras et al.,
1999., Dimakopoulos and Mayer, 2002.). Makroskopski starosne promene se
ispoljavaju kao smanjenje mozdanih hemisfera, pri ¢emu dolazi do suzenja vijuga i
prosirenja brazda, zadebljanja i kalcifikacije mozdanica, prosirenja lateralnih komora i
drugo (Reifinger, 1997., Borras et al., 1999., Dimakopoulos and Mayer, 2002.).
Pomenute promene nisu uvek u korelaciji sa razvijenim mikroskopskim promenama u

mozgu starih pasa (Reifinger, 1997., Dimakopoulos and Mayer, 2002.).

Histoloske promene manifestuju se u vidu: akumulacije amiloida, promene na
neuronima 1 glija ¢elijama, promene u beloj supstanci, deponovanje lipofuscina,
poliglukozanska tela i druge. Neke od navedenih promena kod Zivih Zivotinja mogu se
uociti magnetnom rezonancom mozga (Su et al., 1998.). Akumulacija beta amiloida
zapoc€inje u zidu ve¢ih mozdanih krvnih sudova i to u miSi¢cnom sloju velikih arterija.
Starenjem dolazi i do povecanja propustljivosti krvno-mozdane barijere. Protok krvi
kroz mozdane krvne sudove u procesu starenja Se smanjuje i uzrokuje dopremanje
manje koli¢ine glukoze i1 kiseonika moZdanom tkiva. Usled hipoksije i nedostatka
hranljivih materija dolazi do oSte¢enja neurona i glija ¢elija (Dimakopoulos and Mayer,
2002.).

Starosne promene u mozgu pasa razvijaju se spontano i sporo, a imaju neke
zajednicke karakteristike sa promenama koje nastaju u humanoj populaciji (Pirici et al.,
2011.). Kod ljudi obolelih od Alzheimer-ove bolesti najznacajnije patohistoloske
promene su gubitak nervnih sinapsi, formiranje neurofibrilarne klubadi i depozita
amiloida (Miller et al., 1993., Brellou et al., 2005.). Neurofibrilarna klubad se ne
detektuje isklju¢ivo U mozgu starih i dementnih ljudi, ve¢ se javljaju posle trauma i kod

starih osoba sa Daunovim sindromom (Uchida et al., 1991., Miyawaki et al., 2002.,
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Brellou et al., 2005.). U mozgu pasa neurofibrilarna klubad se veoma retko uocavaju
(Papaioannou et al 2001., Brellou et al., 2005.).

Amiloid se nakuplja u zidu krvnih sudova i ekstracelularno u parenhimu u vidu
senilnih plakova. Senilni plakovi i depoziti amiloida u zidu krvnih sudova su dokazani u
mozgu razlicitih vrsta Zivotinja, kao S$to su majmuni, psi, medvedi, macke i kamile
(Selkoe et al., 1987., Kuroki et al.1997., Nakamura et al., 1997., Borras et al. 1999.,
Nakayama et al., 2001., Papaioannou et al., 2001., Pirici et al., 2011.). Amiloid u
mozgu nastaje u fizioloskim i1 patoloskim uslovima enzimskom obradom amiloid

prekursor proteina.
2.2.  AMILOID PREKURSOR PROTEIN

Amiloid prekursor protein (amyloid precursor protein - APP, eng.) je protein
koji je identifikovan pre vise od 25 godina (Head et al., 2010). Gen, koji kodira sintezu
APP-a, kod ljudi je lociran na 21. hromozomu, a identifikovan je 1987. godine u
nekoliko laboratorija, koje su obavljale istrazivanja nezavisno jedne od drugih.
Ustanovljene su i mutacije APP gena, koje mogu da prouzrokuju nastanak nasledne
forme Alzheimer-ove bolesti. Uoceno je, da usled mutacija gena nastaje hereditarna
cerebralna amiloidna angiopatija (hereditary cerebral amyloid angiopathy, eng.),
pracena nakupljanjem amiloida u zidu mozdanih krvnih sudova. Jedan oblik mutacije
dovodi do zamene aminokiselina u okviru A domena na APP proteinu. Pored zamena
aminokiselina u polipetidnom lancu moze do¢i do pojedina¢nih duplikacija APP gena
§to prouzrokuje nastanak Alzheimer-ove bolesti uz razvoj cerebralne amiloidne
angiopatije. Kod osoba sa Daunovim sindromom nastaju sli¢ne promene u mozgu usled
trizomije 21. hromozoma (Thinakaran and Koo, 2008.). Amiloid prekursor protein kod
pasa pokazuje homologiju sa humanim u 98% (Head et al., 2008., Pop et al.,2012.).
Gen za APP kod pasa je lokalizovan na 31. hromozomu. Pretpostavlja se da su procesi

stvaranja A kod ljudi i pasa sli¢ni (Head et al., 2008.).

Gen za APP kodira tip | transmembranskog proteina, ¢iji ekstracelularni domen
znatno veci od intracelularnog. Utvrdeno je da APP sadrzi u svom sastavu AP} domen.
AP domen APP ¢ini deo polipetidnog lanca koji se proteze delom u ekstracelularnom

prostoru, a delom u membranskom dvosloju ¢elijske membrane. Za sada nije uo€eno za
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druge gene, koji su u vezi sa APP genom, da sadrze sekvencu AP domena (Thinakaran

and Koo, 2008.).

Dokazano je, da se sinteza APP obavlja u endoplazminom retikulumu odakle se
on u nascentnom obliku transportuje preko Goldzijevog aparata do plazma memebrane.
Tokom transporta nascentni oblik proteina podleze posttranslacionoj modifikaciji (N- i
O-glikozilaciji, fosforilaciji i sulfaciji). U kulturi éelija sa izrazenom ekspresijom APP
gena, zapazeno je da se samo 10% proteina nalazi na ¢elijskoj membrani u nascentnom
obliku. U stabilnom obliku APP se u ¢eliji moZe naci u Goldzijevom aparatu i trans
GoldZi zoni. Sa povrSine APP se unosi u ¢eliju endocitozom u okviru endozoma odakle
se jedan deo ,reciklira® i vrac¢a na povrsSinu Celije, a drugi deo podleze proteolitickom

razlaganju u lizozomima (Thinakaran and Koo, 2008.).

Amiloid prekursor protein je transmembranski glikoprotein, koji u zavisnosti od
izoforme u svom lancu moze sadrzati i do 770 aminokiselina (Matsui et al., 2007.).
Postoji vise izoformi APP od kojih su najées¢e proucavane APP695, APP714, APP751 i
APP770. Oznacavanje izoformi APP je izvrSeno na osnovu broja aminokiselina koje
protein sadrzi u primarnoj strukturi. Prisustvo izoforme APP695 je dokazano primarno
u neuronima, dok su izoforme APP751 i APP770 dokazne u neuronima i glija ¢elijama
(Matsui et al., 2007.).

Amiloid prekursor protein se sastoji iz tri segmenta a to su: ekstracelularni,
transmembranski i intracelularni segment. Vec¢i deo molekula APP ¢ini N-terminalni
ekstracelularni segment (ektodomen), dok su transmembranski i intracelulrani C-
terminalni delovi znatno kraé¢i (shema 1A). Amiloid prekursor protein normalno podleze
amiloidogenom i neamiloidogenom procesu razgradnje u ¢eliji. U fizioloskim uslovima
u ¢eliji se uglavnom odvija neamiloidogeni proces razgradnje (shema 1B), ¢ak do 90%
(Pop et al., 2010.). Dejstvom a-sekretaze aminokiselinski lanac APP se prekida posle
687. aminokiseline (Pifer et al., 2011.). U ovom procesu o-sekretaza odvaja deo
ekstracelularnog domena APP-a, pri ¢emu je zahvacen jedan segment polipeptidnog
lanca koji pripada AP domenu. Ovako odvojeni deo proteina oznacava se APPsa, a
utvrdeno je da ima neurotroficku i neuroprotektivnu ulogu. Ostatak APP oznacen je kao
a-CTF i njega Cine transmembranski segment i intracelularni domen. o-CTF podleze
proteolizi y-sekretazom i nastaju p3 i AICD peptid (APP intracellular domain - AICD,
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eng.). Peptid p3 biva osloboden u ekstracelurani prostor, a AICD ostaje intracelularno

(Pop et al., 2010.).
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Shema 1. A- shematski prikaz APP u membrani celije, B- shematski prikaz neamiloidogenog puta
razlaganja APP, C- shematski prikaz amiloidogenog puta razlaganja APP (Thinakaran and Koo,2008.).

Za nastanak AP} monomera neophodno je dejstvo B- i y- sekretaze i taj proces se
oznaCava kao amiloidogeni proces razgradnje APP (shema 1C). Beta sekretaza je
transmembranska aspartil proteaza ozna¢ena kao BACE1 enzim (f-site APP-cleaving
enzyme, BACE, eng.). Visok nivo ekspresije BACEL u neuronima primecen je u okviru
procesa stvaranja amiloida u mozgu. Gama sekretazu Cine Cetiri subjedinice oznacene:
presinilin 1 ili 2, nikastrin, APH-1 (anterior pharynx defective-1, eng.), PEN-2
(presenilin enchancer-2, eng.).

Prvo B- sekretaza oslobada N-terminus AB-domena, prekidajuci ekstracelularni
deo polipetidnog lanca posle 671. aminokiseline (Pifer et al., 2011.). Gama sekretaza
kao nespecifi¢ni enzim moZe da prekine peptidni lanac APP u transmembranskom delu
posle od 710. do 714. aminokiseline, stvaraju¢i AP peptid razli¢ite duzine od 39 do 44
aminokiseline. Peptidni lanac APP y-sekretaza prekida najéesce posle 711. 1 713. (Pifer
et al., 2011.). Priblizno 90% nastalih AP peptida sadrze 40 aminokiselina, dok 10% i
manje sadrze 42 aminokiselina. Prema nekim podacima postoje dokazi prisustva
kompleksa y-sekretaze i enzimske aktivnosti u razli¢itim delovima ¢elije ukljucujuéi
endoplazmin retikulum, Goldzijev aparat, trans GoldZijevu zonu, endozome i plazma

membranu. Dokazi iz brojnih istrazivanja ukazuju da se proces stvaranja amiloida
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odigrava 1 na mikrodomenima Cdelijske membrane i mikrodomenima membrana
pojedinih organela. Ti mikrodomeni su bogati sa holesterolom i sfingolipidima
(Thinakaran and Koo, 2008.).

Transport APP kao i njegov put razgradnje zavisi od SORL 1 gena, tj. od
proteina koji kodira ovaj gen, a naziva se SORL1 (SORLA, SORLAL ili LR11). SORL-
1 (sortilin-related receptor, L (DLR class), A repeats-containing, eng.) je protein, koji je
veoma bitan za transport APP u domen dejstva a-sekretaze. Mutacija na SORL-1 genu
dovodi do povecanog stavaranja AP, jer favorizuje amiloidogeni put razlaganja APP.
Ova mutacija je uzrok za nastanak kasnog tipa Alchajmerove bolesti kod ljudi (Paviovié¢
et al., 2007.).

U neuronima APP se transportuje anterogradno duz aksona i za to vreme se
proteoliti¢ki obraduje. Transport u aksonu posredovan je direktnim ili indirektnim
vezivanjem APP-a za laki lanac kinezin 1 proteina. Pretpostavlja se da APP kada se
nalazi u okviru transportne vezikule predstavlja receptor za koji se vezuje kinezin 1
protein (Thinakaran and Koo, 2008.).

Funkcije APP nisu u potpunosti jasne, iako su opisane brojne fizioloske uloge
ovog proteina. Smatra se da ima ulogu trofickog faktora, da deluje autokrino i parakrino
u regulaciji rasta ¢elije. Troficka uloga APP-a je najviSe proucavana. Smatra se da APP
utiCe na rast nervnih izdanaka 1 da podsti¢e sinaptogenezu. Takode, APP uti¢e i na
diferencijaciju nervnih stem c¢eilija (Thinakaran and Koo, 2008., Sarasa and Pesini,
2009.). Pretpostavlja se da APP ima ulogu u adheziji ¢elija. Prvobitno se smatralo da
APP ima ulogu receptora poSto se nalazi na povrSini ¢elije, mada za ovu tvrdnju ne

postoje uverljivi dokazi (Thinakaran and Koo, 2008.).
2.3. AMILOID

Amiloid predstavlja amorfni, eozinofilni proteinski materijal, koji moze da se
deponuje u razli¢itim tkivima i1 organima. U tkivima i organima na histoloskim
preparatima se vidi u obliku plakova ili konfluentnih masa koje mogu progresivno da
zamene parenhim zahvaéenog organa. Ranije su koris¢ene razliite tehnike da bi se
histoloski vizuelizovao, ukljucujuc¢i bojenje kristal violetom (crystal violet, eng.) i
kongo crveno (Congo red, eng.). Kasnije je otkriveno da amiloid obojen alkoholnim
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rastvorom kongo crvenog daje zuto-zelenu fluorescenciju kada se posmatra pod
polarizacionim svetlom. Postoji preko 25 vrsta amiloida, ali svi imaju jedinstvenu
fibrilarnu strukturu koja je izgradena prvenstveno od proteina. Primarnu fluorescenciju
u kratkim UV zracima pokazuje samo staracki amiloid (amiloid beta, Ap).
Posmatranjem pod elektronskim mikroskopom utvrdeno je da osnovu amiloida Cine
protofilamenti promera 1-1,5 nm. Protofilamenti se povezuju i grade filamente promera
2,5-3,5 nm. Filamenti (protofibrili) se medusobno povezuju i grade fibrile ¢iji promer se
kre¢e 5-15 nm. Duzina fibrila moze da dostigne nekoliko nanometara (Inoue and
Ksilevsky 1996., Knezevi¢ i Jovanovié, 1999.). Pored fibrilarnog proteina u izgradnji
depozita amiloida ucdestvuju amiloidna pentagonalna P  komponenta i
glikozoaminoglikani. Amiloidna pentagonalna P komponenta pripada familiji proteina
koji su dobili naziv pentraksini zbog svoje pentamerne kvarterne strukture (Gewurtz et
al., 1995.).

Osnovu beta amiloida ¢ini mononomerni oblik polipetidnog lanca. Ovi
monomerni lanci mogu da se udruzuju u dimere i oligomere koji ulaze u sastav
protofilamenata. U svakom fibrilu pojedinacni AP lanci su postavljeni normalno u
odnosu na osu fibrila. U monomernom lancu AB1-40 prvih deset aminokiselina ne
ucestvuje u formiranju konformacije proteina i oznacavaju se terminom nestrukturne
aminokiseline. Od 11. do 40. aminokiseline u lancu AB1-40, aminokiseline uéestvuju u
formiranju ,,p-zavoj-B* strukture (shema 2.). Za formiranje ,,-zavoj-p* strukture (f-
turn-f, eng.) neophodne su molekulske veze, koje nastaju izmedu histidina
(13.aminokiselina u polipeptidnom lancu, His.3.- eng.) i valina (Val.40.), izmedu
glicina (Gly.15.) i valin (Val36.) kao i izmedu fenilalanina (Phe.19.) i
izoleucina/leucina/valina (Ile.32./Leu.34./Val.36.). ,,Zavoj* (krivinu) u ,,-zavoj-p*
strukturi monomera AP1-40 i AP1-42 prave i stabilizuju interakcije izmedu aspartata
(Asp.23) i lizina (Lys.28). Polipeptid AB1-42 poseduje hidrofobne segmente koji su
oznaceni kao beta domeni. Pojedina¢ni monomerni lanac AB1-42 formira ,,3-zavoj-p*
strukture kao i AP1-40 s tom razlikom, Sto u formiranju ovog oblika ucestvuju
aminokiseline tek od 17. do 42. u polipeptidnom lancu. Formiranje ove strukture nastaje
tako Sto se beta segmenti ovog lanca postavljaju jedan naspram drugog i to tako da se
fenilalanin postavlja naspram glicina (shema 2.). Fenilalanin je 19. aminokiselina u

lancu i pripada N-terminusu, a vezuje se sa glicinom koji je 38. aminokiselina u lancu i
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pripada C-terminusu. Takode, medusobno reaguju i povezuju se metionin 35. i alanin
42. aminokiselina u polipeptidnom lancu. Da bi nastao filament AP dva do tri
protofilamenta se postavljaju paralelno svojim hidrofobnim segmentima i medusobno
povezuju. To prakticno znaci da su u filamentu (protofibrilu) ,,p-zavoj-pB“ segmenti
protofilamenata paralelno postavljeni jedni do drugih i povezani hidrofobnim vezama.
Udruzivanjem i povezivanje hidrofobnih segmenata dva ili vise filamenata (protofibrila)
nastaje fibril. Hidrofobni C terminus se uvek nalazi zaSti¢en u centru fibrila.
Stabilizaciju povezanih monomera pojacavaju vodonicne veze koje se formiraju izmedu
hidrofobnih C terminusa. Razlika izmedu fibrila AB1-40 i AB1-42 je u stvaranju beta
nabrane konformacije, koju poseduje AB1-42. U fibrilu Ap1-40 monomerni polipetidni
lanci se pakuju paralelno jedni do drugih i postavljeni su pod pravim uglom u odnosu na
osu pruzanja fibrila. Monomeri kod AB1-42 postavljaju svoje hidrofobne segmente
paralelno, ali dolazi do njihove torzije 1 povezivanja pod odredenim uglom

karakteristinim za beta nabranu konformaciju (Ahmed et al., 2010.).
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Shema 2. a- sekvenca AP1-42 koja potiCe od humanog APP, b- raspored aminokiselina i njihova
medusobna reakcija u AP1-40 i AP1-42. Plave isprekidane linije obelezavaju reakcije izmedu
aminokiselina u lancu AB1-40, a crvena i narandZasta isprekidane linije reakcije izmedu aminokiselina u

lancu AB1-42. Oba lanca poseduju stabilizacione hidrofobne veze (zeleno obojeni deo lanca) i most koji
se formira u zavoju polipeptidnog lanca izmedu aspartata (23.) i lizina (28.) (Ahmed et al., 2010.).

Amiloid B (AP) je peptid, koji nastaje proteolizom amiloid prekursor proteina
(APP). Prethodno je napomenuto da beta amiloid nastaje od APP aktivnoscu dve
plazma membranske endoproteaze - i y- sekretaza. Beta sekretaza prvo odvaja jednu
sekvencu sa APP i oslobada aminoterminus tako da nastaje derivat APPsp. Fragment od
99 aminokiselina ostaje vezan za plazma membranu, odakle y-sekretaza brzo oslobada
AP peptid. Posle odvajanja A peptida, on se zadrZava u ¢eliji ili biva izlucen iz ¢elije u

intersticijum u obliku monomera ili dimera. Pomenuti monomeri ili dimeri polimerizuju
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u vece strukture, kao Sto su rastvorljivi AP oligomeri. U ovakvom obliku AB pasivno
difunduje po mozdanom tkivu odakle se fizioloski uklanja (Hardy and Selkoe, 2002.,
Kumar-Singh, 2008., Pop et al., 2010.).

Postoji nekoliko mehanizama u mozgu, koji omogucéavaju uklanjanje AB. U
uklanjanju AP znacajan je proces fagocitoze koji obavljaju makrofagi i astroglija celije
(Wyss-Coray et al., 2003., Kumar-Singh, 2008.). Proteoliza AP je drugi mehanizam
uklanjanja AP, a obavlja se intracelularno, na povrSini celijske membrane ili
intersticijalno (Saido and Iwata, 2006.). U proteolizi AP oligomera i fibrila uéestvuju
enzimi neprilizin, insulin degradiraju¢i enzim, endotelin-konvertirajuéi enzimi 1 i 2 i
matriks metaloproteinaze 2 i 9 (Saido and Iwata, 2006., Kumar-Singh, 2008., Pop et al.,
2010.). Uklanjanje AP iz mozga obavlja se i odvodenjem putem krvnih sudova. Ono se
odvija dvojako direktnim transportom A kroz krvno-mozdanu barijeru u krvne sudove
ili drenazom AP iz intersticijuma u cerebrospinalnu teénostu, a iz nje u sistemsku
cirkulaciju. Direktni transport AP kroz krvno-mozdanu barijeru je posredovan
lipoproteinom male gustine ozna¢enim LRP-1 (lipoprotein receptor-related protein-1,
eng.) (Shibata et al., 2000., Kumar-Singh, 2008.). U fizioloskim uslovima kapacitet svih
nabrojanih mehnizama za uklanjanje AP je veci od koli€ine stvorenog amiloda (Kumar-

Singh, 2008.).

Odvajanje AP monomera y-sekretazom je relativno neselektivno, Sto rezultira
nastajanjem nekoliko heterogenih monomera. Najcesc¢i oblik je AB1-40 (80-90%), lanac
koji sadrzi 40 aminokiselina, sledi hidrofobniji monomer AB1-42 sa 42 aminokiseline u
lancu (5-10%) (Head et al., 2010.). U fizioloskim uslovima amiloidogeni i
neamiloidogeni procesi razgradnje se odvijaju u odredenom balansu. Verovatno kada
dode do naruSavanja ovog balansa dolazi 1 do akumulacije amiloida u mozgu pasa (Pop

etal., 2010.).

Beta amiloid se uglavnom izlucuje u obliku monomera, ali se pretpostavlja da se
konstantno izlu¢uje iz neurona i u obliku dimera. U intersticijumu centralnog nervnog
sistema A egzistira u obliku monomera, oligomera male molekulske mase (dimeri i
trimeri), oligomera velike molekulske mase (molekulske mase 56 kDa i vece, sadrze i
druge ligande), protofibrili (filamenti) i kona¢no zreli fibrili. Rastvorljivi monomeri i

rano formirani agregati ne prelaze granicu detekcije imunohistohemijskom tehnikom.
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Gusto pakovani agregati su slabo vidljivi, jer su im epitopi maskirani.
Imunohistohemijski se detektuju robusni agregati fibrila koji mogu biti male ili velike
gustine. Gusto pakovani fibrili su vidljivi razli¢itim bojenjima kao Sto su tehnika
impregnacije srebrom, bojenje kongo crveno ili tioflavin S metodom (Kumar-Singh et
al., 2000., Kumar-Singh, 2008.).

Imunohistohemijska istrazivanja su pokazala da su nakupine AP1-42 u
neuronima inicijalni depoziti ne samo kod pacijenata sa Alzheimer-ovim oboljenjem
(Gouras et al., 2000.) vec i1 kod transgenih miseva (Wirths et al., 2001., Van Broeck et
al., 2008.). Neki autori smatraju da su intracelularna i ekstracelularna akumulacija AP u
ekvilibrijumu sa pomeranjem od intracelularnog ka ekstracelularnom kompartmentu pri
progresiji bolesti (Wirths et al., 2004., LaFerla et al., 2007., Kumar-Singh, 2008.).

Tokom zivota kod pasa dolazi do pada kapaciteta za degradaciju Ap.
Pretpostavlja se, da kod starijih pasa do akumulacije AP dolazi zbog: povecanja
dostupnosti APP enzimskoj razgradnji, smanjenog kapaciteta za proteoliticku
razgradnju AP oligomera i fibrila i promenjenog odnosa amiloidogenog i

neamiloidgenog procesa u korist prvog (Pop et al., 2010.).

Pojedini autori su dokazali da se kod mladih pasa nalazi visok nivo monomera
AP i da prakti¢no nema agregacije. Medutim, kod pasa srednje starosti, ustanovljeno je
smanjenje nivoa monomera AP, a dolazi do intenzivnije agregacije beta amiloida. Kod
starih pasa uoceno je da se nivo monomera AP drasticno povecava kao i nagomilavanje

amiloida (Pop et al., 2010.).

Beta amiloid (AP) se sre¢e u mozgu starijih jedinki sisara ukljucuju¢i pse,
medvede 1 primate. Uporedivanjem depozita amiloida u mozgu pasa, polarnih medveda
i ljudi, doslo se do zakljucka da je AB1-42 prisutan u depozitima kod svih, a da je AB1-
40 prisutan samo kod ljudi i pasa. Takode je, ustanovljeno da su AB1-42 i AB1-40

prisutni u depozitima u zidu krvnih sudova svih ispitivanih vrsta (Tekirian et al., 1996.).

U humanoj populaciji je dokazano prisustvo A kod ljudi obolelih od Alzheimer-

ove bolesti, ali i kod nedementnih starih osoba. On se nagomilava ekstracelularno u
mozdanom tkivu u vidu senilnih plakova i u zidu krvnih sudova. Senilni plakovi su
prisutni kod ljudi sa Alzheimer-ovim oboljenjem u vecoj meri nego kod starijih
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nedementnih osoba. Depoziti AP se Cesto sre¢u u zidu leptomeningealnih krvnih

sudova, tj. u miSi¢nom sloju arterija i vena (Tekirian et al., 1996.).

Ekstracelularno nagomilani AP uocava se u vidu spletova vlakana, koja se
pruzaju kroz neuropil, a na pojedinim mestima su isprepletani sa aksonima Koji
poseduju mijelinski omota¢. Na mestima obimnih nakupljanja AP vlakana, u slucaju
ostecenja glijalne plazma membrane, AP vlakna se ¢esto pronalaze blisko udruzena sa

GFAP (glial fibrillary acidic protein, eng.) (Torp et al., 2000.).

Kod mladih jedinki u cerebrospinalnoj tecnosti detektovana je veca koli¢ina
APB1-42 u odnosu na AB1-40. Sa starenjem u cerebrospinalnoj te¢nosti nivo AB1-42 je u
padu, dok AB1-40 zadrzava konstantan nivo. Smatra se, da je odnos Ap1-42/AB1-40 u
cerebrospinalnoj te¢nosti dobar pokazatelj koli¢ine nagomilanog Ap u mozgu (Head et
al., 2010.). Pretpostavlja se, da oligomeri AP pocinju postepeno da se akumuliraju kod
pasa srednje starosti. Jednom zapocet proces akumulacije amiloida traje do kraja zivota

(Pop et al., 2010.).

U ranim fazama razvoja Alzheimer-ove bolesti, Ap depoziti mogu se pronaci u
frontalnoj ili parijetalnoj kori. Dokazano je da se u preklinickoj fazi Alzheimer-ove
bolesti u prvo formiranim depozitima u mozgu nalazio samo AB1-42. Koncentracija
AP1-42 se znadajno povecava sa napredovanjem bolesti. Nasuprot AB1-42, AB1-40 je
prisutan u nakupinama u kasnijim stadijumima bolesti, s tim $to ponekad moze biti 1
odsutan. Ovo govori da je on kasni i nespecificni marker za Alzheimer-ovu bolest

(Delacourte et al.,2002.).

Precizni mehanizmi A toksicnosti za neurone nisu u dovoljnoj meri objaSnjeni.
Veruje se, da toksi¢na forma beta amiloida moze da difunduje kroz mozdano tkivo
direktno ostecujuci neurone (Walsh et al., 2002., Kayed et al., 2003., Head et al.,
2010.). Brojna istrazivanja su pokazala da je rastvorljiva nefibrilarna forma amiloida
beta potentni sinaptotoksin (Walsh et al.,2002., Cleary et al., 2005., Klubin et al., 2008.,
Borlikova et al., 2012.). Postoje brojne hipoteze kojima se objasnjava toksi¢nost A
ukljucujuéi sposobnost AP da u reakciji sa oksido-reduktivno aktivnim metalima
generiSe stvaranje reaktivnih kiseonikovih grupa (reactive oxygen species - ROS, eng.),

da utie na agregaciju novih AP proteina i formiranje porama sli¢nih struktura u
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membrani ili da reaguje sa membranskim receptorima i drugo (Bush, 2003., Arispe,
2004., Demuro et al., 2005., Ciccotosto et al., 2011.). Potencijalni receptori na plazma
membrani neurona i glija ¢elija, sa kojima bi AP mogao da reaguje, su o-7 nikotin
acetilholin receptor, APP, N-metil-D-aspartat receptor, P75 neurotrofni receptor i
receptor za lipoproteine male gustine (low-density lipoprotein receptor, eng.) (Cappai
and Barnham, 2007., Ciccotosto et al., 2011.).

Rezultati brojnih istrazivanja ukazuju da AP moze da oSteti mitohondrije i
izazove Celijsku smrt epitelnih celija horioidnog pleksusa (Casley et al., 2002., Vargas
et al., 2010.). Na osnovu ovih istrazivanja postavljena je hipoteza o nacinu na koji AP
indukuje ¢elijsku smrt epitelnih éelija horioidnog pleksusa: AP akumulacija uti¢e na
povecanu produkciju NO, koja vrsi inhibiciju mitohondrijalnih kompleksa od I do IV
Sto uti¢e na povecanu produkciju reaktivnih kiseonikovih grupa, zbog kojih dolazi do
izrazene ekspresije matriks metaloproteinaza i kaspaza $to kona¢no uzrokuje celijsku

smrt (Vargas et al., 2010.).

Pretpostavlja se, da potencijalna AP toksi¢nost lezi u Cinjenici da AP ima
sposobnost da menja funkcije lipidne membrane. Reakcija izmedu AP proteina i lipida
¢elijske membrane moze generalno da uti¢e na fizicko-hemijska svojstva i funkcije
¢elijske membrane (Pifer et al., 2011.). Smatra se da je A toksi¢nost u korelaciji sa
poveéanim afinitetom AP prema plazma membrani (Ciccotosto et al., 2004., Smith et
al., 2006., Ciccotosto et al., 2011.). Potencijalni molekuli u plazma membrani za
vezivanje AP su lipidi, proteoglikani i proteini (Verdier and Penke, 2004.).

U izgradnji plazma membrane ucestvuju razli€iti lipidi, koji joj daju heterogeni 1
asimetricni izled. Upravo ovakva grada je esencijalna za odvijanje normalnih ¢elijskih
procesa. Spoljasnja povrSina plazma membrane je bogata fosfatidilholinom i
sfingomijelinom, lipidima koji sadrZe holin. UnutrSanja povrSina plazma membrane je
bogata lipidima, koji sadrze amine, kao $to su fosfatidiletanolamin 1 fosfatidilserin
(Pomorski et al., 2004., Ciccotosto et al.,, 2011.). Dokazano je da premestanje
fosfatidilserina na spoljasnju stranu membrane predstavlja marker za identifikaciju
apoptoti¢nih c¢elija. Takode, utvrdeno je kod specificne populacije neurona da je
povecano premeStanje fosfatidilserina na spoljasnju stranu plazma membrane u

korelaciji sa povecanjem koli¢ine AP vezanog za ovu strukturu (Simakova and Arispe,
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2007., Ciccotosto et al., 2011.). Ustanovljeno je da pri nakupljanju Af u mozgu dolazi
do znadajnog povecanja koli¢ine aneksin V peptida (annexin V peptid, eng.), koji je
kalcijum zavisni fosfolipid vezujuéi protein, sa ulogom u prebacivanju fosfatidilserina
sa unutra$nje na spoljas$nju povrsinu plazma membrane (White et al., 2001., Ciccotosto
etal., 2011.).

Smatra se da lipidni dvosloj indukuje agregaciju i fibrilogenezu tako S$to stvara
pogodne uslove za promenu konformacije proteina sa posledicnim stvaranjem
protofibrilarnih i fibrilarnih struktura (Thirmulai et al., 2003., Sparr et al., 2004.,
Stefani, 2004., Zhao et al., 2004., Pifer et al., 2011.). Celijska membrana je mesto gde
se formiraju peptidi amiloida $to moze za posledicu imati ¢elijsku smrt. To se verovatno
desava zato S$to formirani amiloid povecava propustljivost membrane usled promene u
arhitekturi lipidnog dvosloja (Michikawa et al., 2001., Lins et al., 2002., Sparr et al.,
2004., Valincius et al., 2008., Pifer et al., 2011.) ili moZe da formira neke strukture koje
su sli¢ne porama (Jang et al., 2007., Pifer et al., 2011.).

.....

fibrila. Istrazivanja na kulturi ¢elija kortikalnih neurona miseva (Ahmed et al., 2010.),
ukazuju da se stvaranje toksi¢nih oligomera obavlja brze i lakSe od AB1-42 nego od
APB1-40 peptida, Sto sugeriSe da za njihovo pojavljivanje od presudnog znacaja C-
terminus (Soreghan et al. 1994., Bitan et al., 2003., Head et al. 2010.). Nasuprot ovim
nalazima, u drugim istrazivanjima do$lo se do zakljucka da je C-terminus AB1-42 bitan
za formiranje njihove beta nabrane strukture i1 povezivanje viSe oligomera, pri ¢emu

nastaju protofibrili i zreli fibrili, a samim tim i smanjivanje neurotoksi¢nosti (Ahmed et

al., 2010.).

Dimeri A izolovani iz mozga i cerebrospinalne te¢nosti obolelih od Alzheimer-
ove bolesti izazivaju oStecenje sinapsi (Klubin et al., 2008., Shankar et al., 2008., Head
et al., 2010.). Istrazivanja koja su sprovedena na juvenilnim pacovima sugeriSu da
dodekameri AB1-42 mogu uticati na pogorSanje pamc¢enja. Ovi dodekameri su poticali
iz transgenih miseva sa izrazenom ekspresijom APP, a aplikovani su intracerebralno

mladim pacovima (Lesne et al.,2006., Ahmed et al., 2010.).
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Prisustvo APB1-42 u kulturi ¢éelija neurona PS1 transgenih miseva je dokazano
imunofluorescencijom  uz  upotrebu  konfokalnog  mikroskopa, kao i
imunohistohemijskom tehnikom. Smatra se, da AP prvo nastaje intracelularno u
endoplazminom retikulumu i u Goldzijevom aparatu, a posle dolazi do njegovog
nakupljanja ekstracelularno. Po ovoj teoriji kod Alzheimer-ove bolesti prvo dolazi do
intracelularnog stvaranja AP pa tek do formiranja senilnih plakova i neurofibrilarne
klubadi (Gouras et al. 2000.).

U neuronima pacijenata sa Alzheimer-ovim oboljenjem, gde su dokazane
nakupine AB1-42, nije dokazano prisustvo AB1-40 iako on nastaje u ve¢em procentu od
AP1-42 aktivnoscu y-sekretaze. Uoceno je, da se nagomilani intracelularni AB nalazio u
razli¢itim regijama mozga kao i ekstracelularno akumulirani AP u vidu senilnih
plakova. Ove promene su uocene u pojedinim regijama hipokampusa i entorinalnog
korteksa. Intracelularno nakupljanje je dokazano u neuronima u hipokampusu (Gouras
et al. 2000.).

Uprkos znacajnom progresu u razumevanju razvoja depozita amiloida u mozgu
starih pasa jo$§ uvek se ne zna kakva je veza izmedu koli¢ine akumuliranog Af u mozgu
i koli¢ine rastvorljivih oligomera u mozgu i cerebrospinalnoj te¢nosti i njihovoj vezi sa

procesom starenja (Head et al., 2010.).

Iz mozga starih pasa je ekstrahovana veca koli¢ina AB1-42 i AB1-40 nego kod
mladih pasa, a paralelno su imunohistohemijski dokazane masivne nakupine Ap.
Nasuprot promenama u koli¢ini AP peptida u mozgu, u cerebrospinalnoj tecnosti
koli¢ina AB1-42 se smanjuje sa godinama, a koli¢ina AB1-40 zadrzava konstantan nivo.
Smanjenje koli¢ine AB1-42 u cerebrospinalnoj te¢nosti je skladu sa konceptom ,,efekta
perifernog nakupljanja”, po kome se AB1-42 nakuplja u mozgu pri ¢emu se smanjuje

njegova koli¢ina u cerebrospinalnoj tecnosti (DeMattos et al., 2001., Head et al. 2010.).

Smatralo se da poveéanje ukupnog APP dovodi do povecanog nakupljanja AP.
Medutim, dobijeni rezultati u nekim ispitivanjima, ukazuju da se sa staroS¢u pasa
ukupna koli¢ina APP smanjuje u svim ispitivanim regionima mozga (prefrontalni,

parijetalni, okcipitalni korteks i hipokampus) (Pop et al., 2010.).
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Kod pasa u procesu starenja f-amiloid se nakuplja u vecoj meri u mnogim
kortikalnim regijama mozga. Nalazi depozita AB u mozgu starih pasa sli¢ni su sa
nalazima depozita AP u mozgu ljudi. Pretpostavlja se da distribucija neurofibrilarne
klubadi i1 depozita amiloida u ljudskom mozgu, nije nasumicna, ve¢ je njihovo
nastajanje karakteristika odredenih delova i slojeva (Satou et al. 1997.). U mozgu starih
pasa spontano se nakuplja AP identi¢an humanom, pri ¢emu dovodi do slabljenja
kognitivnih funkcija. Za razliku od primata, kod kojih je potrebno nekoliko decenija,
kod pasa se amiloid nagomilava za krace vreme. Nagomilavanje u mozgu AP u obliku
difuznih plakova povezan je sa ozbiljnim pogorSanjem u uc¢enju i pamcenju starih pasa
(Head et al., 2010). Ova paralela je u skladu sa idejom da se psi mogu iskoristiti kao
model pored transgenih miSeva za proucavanje nagomilavanja amiloida u mozgu, kao i

potencijalni dobar animalni model za razvoj teraupetskih sredstava (Head et al., 2010.).
2.4, VRSTE DEPOZITA AMILOIDA U MOZGU

Depoziti amiloida u mozgu pasa se javljaju ekstracelularno u obliku senilnih
plakova i nakupina u zidu krvnih sudova. Intracelularni depoziti u mozgu pasa se veoma
retko srecu. Glavnu komponentu senilnih plakova i depozita u zidu krvnih sudova ¢ini
beta amiloid. Beta amiloid je izgraden od polipetida koji mogu imati u svom sastavu od
39 do 44 aminokiseline. Proteini u ovim depozitima uglavnom imaju beta nabranu
strukturu (Roher et al., 1993., Selkoe et al., 1994., Weigel et al., 1995., Head and Torp
2002., Brellou et al. 2005.). U mozgu starih i dementnih ljudi se srec¢u plakovi izgradeni
od dva glavna subtipa beta amiloida AB1-40 i AB1-42/43 (Selkoe et al. 1987., Tamaoka
et al., 1994., Mann et al., 1995., Brellou et al., 2005.). U mozgu starih pasa plakovi su
izgradeni uglavnom od AP1-42/43 sa prisustvom u manjem procentu AfB1-40
(Wisniewski et al., 1996., Brellou et al. 2005.). Nakupine amiloida u zidu krvnih
cerebralnih sudova kod ljudi, macaka i pasa sadrze Ap1-40 i AB1-42 (Nakamura et al.,
1997., Rofina et al., 2003., Brellou et al., 2005.). Depoziti amiloida, koji se sre¢u kod
razlicitih vrsta, mogu se javiti u cerebralnom korteksu frontalne, parijetalne, okcipitalne

ili temporalne regije.
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2.4.1. Amiloidni (senilni) plakovi

Senilni plakovi su promene u mozgu koje nastaju usled ekstracelularnog
nakupljanja amiloida. lako je prisustvo senilnih plakova potvrdeno u mozgu coveka,
primata, macaka i pasa i kod mnogih drugih eksperimentalnih modela, nije u potpunosti
razjasnjeno kako ih AP vlakna formiraju (Torp et al., 2000.). Pretpostavlja se, da
formiranje senilnih plakova zapocinje nastajanjem prvo vise sitnijih depozita AP, koji

kasnije postepeno fuzionis$u u vece kompkatne mase (Tekirian et al., 1996.).

Postoji  viSe podela senilnih plakova prema njihovim morfoloskim
karakteristikama. Jednu od prvih klasifikacija AP depozita u mozgu pasa napravili su
Satou i sar. prema kojoj postoje Cetiri tipa amiloidnih senilnih plakova. Prvi tip depozita
dokazan je u nekoliko slucajeva, a karakteriSe ga talozenje AP u dubokim slojevima
frontalnog koretksa (V i VI sloj sive supstance). Ovi depoziti su okrugle povrSine, male
gustine i1 dijametra (do 180um), difuzno rasuti i nejasno ograni¢eni. Drugi tip depozita
je primarno lociran u V 1 VI sloju kore, ali je u nekim slucajevima zabeleZeno njegovo
pruzanje i kroz slojeve II1 i IV pa ¢ak i do drugog sloja. Ovi depoziti su difuznog oblika,
nejasnih granica, sa tendecijom da se fuzioniSu, a zajedno su zahvatali mozdano tkivo i
u duzini nekoliko milimetara. Tre¢i tip depozita se sastojao od gustih okruglih AP
pozitivnih plakova, koji su prema morfoloskom izgledu sli¢ni senilnim plakovima kod
ljudi, proseénog dijametra 120um, u nekim slucajevima i 200pum. Bili su locirani od
prvog do treceg sloja frontalne kore. Treci tip depozita je bio pracen talozenjem
amiloida i u dubljim slojevima, tj. kao i kod drugog tipa depozita AP. Cetvrti tip
depozita AP se protezao kroz sve slojeve kore, a retko je bio ograni¢en na slojeve kore
od | do Ill, a sastavljen je od jako gustih, okruglih AP pozitivnih plakova. Ovaj tip
depozita se rede sretao od treCeg tipa i nisu praceni prisustvom difuznih depozita
,,sliénih oblacima®, kao kod tre¢eg tipa depozita (Satou et al., 1997.). U prethodnom
istrazivanju skoro 10% pasa iz grupe starih pasa (10-15 godina) bilo je AP negativno. U
ovoj grupi najéesée su detektovani depoziti tipa | i Il. U grupi veoma starih pasa (psi
stariji od 15 godina) u 89,5% slucajeva dokazani su depoziti i to su bili tip II, IIT ili IV.
Iz prethodno navedenih rezultata istrazivaci su zakljuéili da su depoziti tipa I i II, koji se
javljaju kod pasa starosti 10-15 godina, promene koje prethode nastajanju depozita I11 i
IV kod pasa starijih od 15 godina (Satou et al. 1997.).
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Pored podele senilnih plakova na Cetiri grupe prema Satou i sar., Tekirian i sar.
su senilne plakove podelili na dve osnovne grupe, a to su difuzni i neuritik tip plakova.
Neuritik tip plakovi se dele u dve subklase: zreli i nezreli plakovi. Nezreli plakovi su
sfericnog oblika 1 sadrze AP vlakna isprepletena sa edematozni neuronima i njihovim
nastavcima. Zrele plakove karakteriSe gusto jezgro okruzeno sa distroficnim neuronima
I reaktivnim astrocitima. Difuzni plakovi su amorfne strukture i nisu udruzene sa
edematoznim neuronima ili glijalnom komponentom. Smatra se, da se kod pasa javlja

samo difuzni tip senilnih plakova (Tekirian et al., 1996.).

Takode, postoji podela senilnih plakova na tri tipa, a slina je prethodno
navedenoj podeli. Ona je izvrSena na osnovu morfoloskog izgleda, zastupljenosti
vlakana u plaku i njihovoj povezano$¢u sa degenerativnim i reaktivnim elementima
(distrofi¢ni neuroni, astrociti i mikroglija). Prema ovoj podeli postoji: difuzni, primitivni
i neuritik tip plakova (Dimacopoulos and Mayer., 2002., Brellou et al., 2005.). Difuzni
plakovi su prvi ekstracelularni depoziti uo¢eni kod pacijenata sa Alzheimer-ovim
oboljenjem i Daunovim sindromom (Gowing et al., 1994., lwatsubo et al., 1994.,
Kumar-Singh, 2008.). Difuzni plakovi su u obliku ,,oblaka“ smestenih perineuralno u
subpijalnim slojevima mozga. Izgradeni su uglavnom od rastresito rasporedenih vlakana
APB1-42 koji su tioflavin S 1 kongo crveno negativni. Ovaj oblik plakova se moze
dokazati imunohistohemijski. Primitivni plakovi sadrze akumuliran § amiloid, koji je
tioflavin S 1 kongo crveno pozitivan. Plakovi nemaju slojevitu gradu, a vlakna su u
njima gusto upletena. U plaku se mogu zapaziti pojedini distrofi¢ni neuroni i reaktivne
glija celije. Primitivni plakovi su najces¢i tip plakova koji se sre¢e kod transgenih
miSeva (Dimacopoulos and Mayer, 2002., Brellou et al., 2005., Kumar-Singh, 2008.).
Neuritik tip plakovi se nazivaju ,,senilni®, ,klasi¢ni® ili ,,zreli“ plakovi. ,,Klasi¢ni®
plakovi su slojevite grade, a sastoje se od gustog jezgra i perifernog sloja. Periferni sloj
je slicne grade kao difuzni plak sadrzi uglavnom vlakna AB1-42 koja su tioflavin S i
kongo crveno negativna. Jezgro je tioflavin S i kongo crveno pozitivno i sadrzi u vecoj
meri fibrile izgradene od AP1-40 nego od AP1-42. U okviru plaka nalazi se dosta
distroficnih neurona i reaktivnih glija ¢elija (Dimacopoulos and Mayer, 2002., Brellou
et al., 2005., Kumar-Singh, 2008.).
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Smatra se, da se od difuznih plakova kroz proces ,,sazrevanja“ formiraju gusci
(,,zreliji*) plakovi, prvo primitivni i na kraju neuritik tip, koji predstavljaju siguran znak
Alzheimer-ove bolesti ljudi. U ,zrelijim“ plakovima se sre¢e AB1-40 za razliku od
difuznih koji sadrze samo AB1-42 (Kumar-Singh et al., 2000., Kumar-Singh, 2008.).

Opsezna imunohistohemijska istrazivanja ukazuju da se u mozdanom tkivu pasa
najéesée srece difuzni tip plakova. Postoji dilema da li se pored difuznih plakova u
mozgu starih pasa mogu javiti zreli plakovi (primitivnih i neuritik tip), s obzirom da su
ih neke studije neosporno dokazale, mada retko. U ovim istrazivanjima plakovi su
bojeni kongo crvenim i bili su pozitivni. Uprkos ovim nalazima, smatra se da su plakovi

kod pasa uglavnom difuznog tipa (Dimacopoulos and Mayer, 2002.).

Plakovi pronadeni u mozgu starih pasa, kao i u mozgu ljudi, nisu istog tipa u
svim delovima mozdanog tkiva. Razli¢iti delovi mozdanog tkiva predstavljaju
predilekciona mesta za formiranje specifiénih plakova i njihovu neravnomernu
distribuciju u kvantitativnom smislu. NajceS¢e mesto nakupljanja amiloida je frontalna
kora zatim sledi parijetalna, entorinalna i na kraju okcipitalna kora. Promene u ovim
delovima mozga uti¢u na smanjenu kognitivnu sposobnost (Dimacopoulos and Mayer,
2002.).

U pogledu hemijskog sastava difuzne plakove obrazuju razli¢iti proteinski
molekuli. Medutim, odavno je poznato, da je AP glavni konstituent difuznih plakova.
Zbog teskoca u pracenju procesa formiranja plakova, ne zna se $ta je uzrok taloZenja
AB. S obzirom da je primeceno, da se plakovi formiraju tako $to se iz centralnog dela
radijalno Sire ka periferiji, to je dalo prve indicije da su neuroni izvor AP za stvaranje
plakova. Danas se sa sigurno$¢u zna da se AP stvara u neuronima i osloboden iz njih u
interneuronski prostor. Neka istrazivanja ukazuju da je transport A veoma kompleksan
1 da neuroni ne samo S$to stvaraju AP, nego ga transportuju do aksona gde ga luce u
sinapticki  pukotinu. Takode, intraneuronska akumulacija AP dokazana je
imunohistohemijskom tehnikom na apikalnim 1 bazalnim delovima dendrita. Utvrdeno
je da su molekuli A, koji su detektovani u plakovima, razli¢ite duZine i da poti¢u od
amiloid prekursor proteina. Najcesce prisutna forma u difuznim plakovima je Ap1-42,
dok u zrelijim plakovima postoje indicije da se nalazi i forma AB1-40. Jo§ uvek nije

jasno da li odnos AP1-42/AB1-40 u plaku moze biti odlu¢ujuéi faktor progresije
22



difuznog u neuritik tip plaka kao i potencijalno vece neurotoksi¢nosti (Dimacopoulos
and Mayer, 2002.).

U parenhimu mozgu starih majmuna i medveda mogu nastati difuzni i zreli
plakovi, dok se kod macaka i kamila formiraju samo difuzni (Nakayama et al., 2001.,
Capucchio et al., 2010.). Takode, pojedini autori su ustanovili prisustvo difuznih

plakova u mozdanom tkivu starih konja (Capucchio et al., 2010.).
2.4.2. Cerebralna amiloidna angiopatija

Cerebralna amiloidna angiopatija (cerebral amyloid angiopathy - CAA, eng.) je
termin Kkoji opisuje depozite amiloida u zidu arterija i arteriola, a rede kapilara i vena u
centralnom nervnom sistemu. Utvrdeno je, da CAA predstavlja rani i integralni deo
patogeneze Alzheimer-ove bolesti kao i konstantnu promenu na krvnim sudovima u
procesu starenja ljudi. Takode, kod zivotinja tokom starenja dolazi do stvaranja
nakupina amiloida u zidu krvnih sudova (Walker, 1997., Borras et al., 1999., Capucchio
et al. 2010.).

Poznato je da vise od 10 razlicitih vrsta amiloid proteina/peptida koji mogu da se
deponuju u zidu cerebralnih krvnih sudova i parenhimu mozga (Revesz et al., 2002.,
Hardy and Cullen, 2006., Kumar-Singh, 2008.). Nastanak CAA najées¢e je uzrokovano
depozitima AP i srece se normalno u procesu starenja, kod pacijenata sa familijarnom
CAA i kod skoro svih pacijenata sa Alzheimer-om (Vinters et al., 1996., Revesz et al.,
2002., Kumar-Singh, 2008.). Utvrdeno je, da su depoziti AP u zidu cerebralnih krvnih
sudova Stetni kako za strukturu tako i za funkciju krvnih sudova. Takode, smatra se da
je mehanizam nastanka CAA povezan sa nakupljanjem amiloida u mozgu i
mehanizmima koji dovode do demencije. Pored toga, Sto CAA predstavlja neophodan
faktor koji dovodi do demencije, on je 1 faktor rizika za nastanak moZdanog udara

(Kumar-Singh, 2008.).

Opste je prihvaceno da AP akumuliran u zidu cerebralnih krvnih sudova ima
toksicno dejstvo za vaskularne elemente. Endotelne ¢elije mozdanih krvnih sudova sa
nakupljenim amiloidom podlezu degeneraciji kao i periciti (Farkas and Luten, 2001.,
Kumar-Singh et al. 2002.).
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Prisustvo amiloida u zidu krvnih sudova u mozgu pacijenta sa demencijom
zahvaljujuéi njegovoj kongofilnosti opisao je Scholtz 1938.godine (Vinters et al., 1996.,
Revesz et al., 2002., Kumar-Singh, 2008.). Iako je poc¢etkom dvadesetog veka ispitivana
pojava amiloidoze visceralnih organa animalnih eksperimentalnih modela, prve opise
cerebralne amiloidne angiopatije kod starih pasa, dao je Braunmiihl tek sredinom 20.
veka (Walker, 1997.). Od animalnih modela za ispitivanje CAA, koriséeni su transgeni
miSevi, psi, neke vrste majmuna i druge (Walker, 1997., Elfenbein et al., 2007.).
Utvrdeno je kao 1 kod ljudi, da je CAA kod pasa u pozitivnoj korelaciji sa ucestaloscu

krvarenja u mozgu ( Uchida et al., 1991., Walker, 1997.).

Dokazano je, da kod starih ljudi i ljudi sa Alzheimer-ovim oboljenjem dolazi do
nakupljanja AP u leptomeningealnim i kortikalnim arterijama, arteriolama 1 kapilarima.
Depoziti AP se ¢e$¢e sre¢u u krvnim sudovima sive mase velikog i malog mozga u
odnosu na krvne sudove u beloj supstanci. Ove promene se javljaju naj¢esc¢e u nekoliko
kortikalnih regija kao S§to su frontalna, okcipitalna i parijetalna kora (Vinters et al.,
1996., Revesz et al., 2002., Kumar-Singh, 2008.). Histoloski se razlikuju tri oblika
cerebralne angiopatije blagi, umereni i teski oblik. Kod blagog oblika AP depoziti su
ograni¢eni u pojedinim delovima misi¢nog sloja normalnih krvnih sudova. Pri razvoju
umerenog oblika cerebralne angiopatije depoziti zahvataju ceo misi¢ni sloj krvnih
sudova, Cija je arhitektura u potpunosti izmenjena. Najtezi oblik CAA se karakteriSe
time da depoziti AP zahvataju sve delove zida krvnog suda ¢ime je arhitektura zida
krvnog suda naruSena. Usled promene u strukturi zida javljaju se sekundarne promene
na krvnim sudovima kao $to su mikroangiopatije, mikroaneurizme i nekroza (Vinters et

al., 1996., Revesz et al., 2002., Kumar-Singh, 2008.).

Postoje tri hipoteze nastanka cerebralne amiloidne angiopatije, a to su:
»sistemska®, ,,vaskularna hipoteza® 1 ,,hipoteza drenaze®. ,,Sistemska hipoteza* se bazira
na ¢injenici da vecina ¢elija potencijalno moZe da stvori AP, jer u njima moze da dode
do ekspresije APP gena. Po ovoj hipotezi se smatra da AP potiCe iz sistemske
cirkulacije. Postoje brojni dokazi koji opovrgavaju ,,sistemsku hipotezu* (Kumar-Singh,
2008.). Prema ,,vaskularnoj hipotezi‘ smatra se da AP potice iz ¢elija krvnih sudova
mozga posto kod njih dolazi do ekspresije APP gena. Ekspresija APP gena kod ljudi je

dokazana kod razli¢itih tipova celija, koje ucestvuju u izgradnji zida krvnog suda ili
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koje se nalaze oko krvnih sudova. Endotelne celije, glatkomiSi¢ne celije zida krvnog
suda 1 periciti su ¢elije kod kojih dolazi do ekspresije APP gena (Natte et al., 1999.,
Kumar-Singh, 2008.). Glavni argument koji opovrgava ovu hipotezu je ¢injenica da su
velike arterije slabije zahvacene cerebralnom amiloid angiopatijom od manjih arterija ili
kapilara. ,Hipoteza drenaze™ sugeriSe da se stvoreni AP drenira u perivaskularni
prostor, a da do akumulacije dolazi usled nefunkcionisanja mehanizama za dalje
uklanjanje Ap (Kumar-Singh, 2008.).

2.5. ALZHEIMER-OVA BOLEST

Prve opise depozita oznacene kao ,milijarne nekroze®“, a kasnije kao senilni
plakovi, dali su Blocq i Marinesko (1892. godine) i Emil Redlih (1898. godine) kod
pacijenata sa epilepsijom i sa senilnom demencijom. Emil Redlih je smatrao da plakovi
poticu iz glija ¢elija zbog njihovog bliskog kontakta sa astrocitima. Klinickim
pracenjem i patohistoloskom analizom Alois Alzheimer je opisao jedinstvenu klinicko-
patolosku sliku, koja je nedugo posle toga nazvana Alzheimer-ova bolest. On je 1907.
pored plakova opisao i neurofibrilarnu klubad i povezao ih sa demencijom (Gouras et
al. 2005.).

Alzheimer-ova bolest (Alzheimer’s disease - AD, senile dementia Alzheimer’s
type, SDAT, eng.) je najrasprostranjenija neurodegenerativna bolest. Postoje dva oblika
ove bolesti: familijarna rana AD (familial early-onset Alzheimer’s disease - FAD, eng.)
i sporadi¢na kasna AD (sporadic late onset Alzheimer’s disease - SAD, eng.). Oblik
bolesti koji se cesto pojavljuje kod ljudi starijin od 65 godina je SAD, dok FAD
predstavlja genetski naslednu dominantno autozomno oboljenje sa mutacijama na
genima, koji kodiraju APP, PSEN1 (presenilinl, eng.) ili PSEN2 (presenilin2, eng.)
(Haass and De Stooper, 1999., Mauer and Hoyer, 2006., Dorfman et al., 2010.).
Klini¢ki, AD se manifestuje progresivnim gubitkom pamcenja i kognitivnih funkcija
(Vargas et al., 2010.). Demencija je posledica nagomilavanja patoloskog proteina u
neuronima neokorteksa i hipokampusa. Neokorteks i hipokampus su delovi mozga koji
kontroliSu pamcenje. Kada dode do smrti neurona u pomenutim regijama 0sobe gube
kapacitet pamcenja i sposobnost da odgovore na svakodnevne zadatke. Alzheimer-ova
bolest je veoma raSirena bolest u svetu sa Sirokim spektrom simptoma i nekoliko

patomorfoloskih promena. Razli¢ite patomorfoloske promene u mozgu ovih pacijenata
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su povezane jedne sa drugim. Bolest karakteriSe kortikalna atrofija sa posledi¢nim
masivnim gubitkom neurona (Du et al., 2005., Ezkiel et al., 2004., Rofina et al., 2006.,
Selkoe, 2001., Marco and Skaper 2006., Vargas et al.,2010.), abnormalnom
akumulacijom beta amiloida (Cummings et al., 1996b, Cummings et al., 1996d, Selkoe,
2001., Rofina et al., 2006., Marco and Skaper 2006., Ciccotosto et al., 2011.),
akumulacija produkata nastalih pri oksidativnom stresu (Butterfield et al., 2001., Rofina
et al., 2006.) i intracelularno prisustvo neurofibrilarne klubadi (Tiraboshi et al., 2004.,
Rofina et al., 2006., Marco and Skaper, 2006., Vargas et al., 2010.).

Kod ljudi obolelih od Alzheimer-ove bolesti u mozgu dolazi do ekstracelularnog
nagomilavanja beta amiloida u vidu senilnih plakova i cerebralne angiopatije. Senilni
plakovi u mozgu pacijenata sa SDAT se razvijaju u segmentima koji su odgovorni za
memoriju i kogniciju (Pifer et al., 2011.). Glavna komponenta senilnih plakova i
cerebrovaskularnih depozita su beta amiloidi, polipeptidi sa razli¢itim brojem
aminokiselina (39-43) u svom sastavu, a nastali su proteolizom APP. Rastvorljiva forma
cirkulisi¢eg beta amiloida je AB1-40, dok je AP1-42 nerastvorljiva forma podloznija
formiranju fibrilarnih formacija i predstavlja glavni konstituent senilnih plakova (Marco
and Skaper, 2006.). Plakovi ne sadrze samo AP, ve¢ i druge proteine, kao $to su apoE,
apoJ i joS neke druge inflamatorne molekule, a koji su u bliskom kontaktu sa
distroficnim dendritima 1 aksonima, aktiviranim mikroglija celijama 1 reaktivnim
astrocitima (Pifer et al., 2011.). Paralelno sa formiranjem senilnih plakova dolazi do
nakupljanja depozita amiloida u zidu cerebralnih krvnih sudova, koji zna¢ajno uéestvuju
u patogenezi AD (Rodriguez et al., 2000., Marco and Skaper, 2006.). Akumuliran u
zidu krvnih sudova, AP osteCuje krvno-mozdanu barijeru (Kalaria, 1999., Miyakawa et
al., 2000., Deane and Zlokovic, 2007., Vargas et al., 2010.) i uzrokuje smrt endotelnih
¢elija tzv. ,,smrt sliénu apoptozi* (apoptosis-like death, eng.) (Blanc et al., 1997., Xu et
al., 2001., Yin et al., 2002., Vargas et al., 2010.). Iako veliki broj dokaza iz istrazivanja
sugeriSe da toksi¢ni efekat AP podrazumeva aktivaciju mehanizama apoptoze (L0O et
al.,, 1993., Estus et al., 1997., Yao et al., 2005., Yin et al., 2006.), ipak specifi¢ni
signalni putevi kojima AP dovodi do smrti ¢elije nisu kompletno razjasnjeni (Vargas et
al, 2010.).
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Dokazno je, da AB1-42 u kulturi cerebralnih endotelnih ¢elija uti¢e na proteine
koji uéestvuju u formiranju ,,cvrstih veza® (tight junction, eng.) izmedu endotelnih ¢elija
u mozdanim krvnim sudovima. U integralne proteine ,,cvrstih veza* ubrajaju se klaudin
1 (claudin 1, eng.), klaudin 2 (claudin 2, eng.) i okludin (ocludin, eng.), dok su
»pomo¢ni proteini“ ZO-1 i ZO-2 (zonula occludens proteins - ZO, eng.) pripadnici
grupe proteina nazvanih kao guanilil kinaza (membrane associated guanylate kinase -
MAGUK, eng.). Uglavhom, AB1-42 uti¢e na smanjenu ekspresiju ovih proteina posle

aplikacije u kulturu ¢elija (Marco and Skaper, 2006.).

Pored akumulacije AP u parenhimu i zidu krvnih sudova mozga, on se nakuplja i
u epitelu horioidnog pleksusa, primarnoj komponenti barijere izmedu krvi i
cerebrospinalne te¢nosti (Dietrich et al., 2008.). Poznato je da horioidni pleksus ima
kljuénu ulogu u odrzavanju normalnog funkcionisanja neurona, tako S$to ucestvuje
uklanjanju A iz mozdane supstance (Carro et al., 2002., Zlokovic, 2004.). Rezultati iz
mnogih istrazivanja sugeriSu da postoji direktna veza izmedu depozita AP u epitelu
horioidnog pleksusa i poremecaja u njegovoj strukturi i funkciji (Dietrich et al., 2008.,
Vargas et al., 2010.). Medutim, precizna uloga i mehanizam toksi¢nosti AP za epitelne

¢elije horioidnog pleksusa nisu u dovoljnoj meri objasnjeni.

Neurofibrilarna klubad predstavljaju intracelularne nakupine abnormalnog
fosforilisanog tau proteina (neurofibrillary tangles - NFT, eng.). Abnormalni
fosforilisani tau protein je pronaden 1 kod drugih neurodegenerativnih bolesti ljudi, koje
se svrstavaju u grupu oboljenja oznacenih kao taupatije (Head et al., 2010., Capucchio
et al., 2010.). Kod taupatija nije uoceno nagomilavanje AB amiloda u mozgu, tako da je

ta promena u mozgu relativno specifi¢na za Alzheimer-ovu bolest (Head et al., 2010.).
2.6. EKSPERIMENTALNI MODELI

Razumevanje mehanizama nastanka promena u procesu starenja i razvoju
Alzheimer-ove bolesti je otezano nedostatkom dobrih eksperimentalnih modela na
zivotinjama, Koji bi obuhvatili sve promene (Torp et al., 2000.). Za proucavanje
mehanizama nastanka starosnih promena i promena nastalih pri razvoju Alzheimer-ove
bolesti kori$¢eni su misevi, pacovi, kokosiji embrioni, psi, macke, razni primati, delfini

i druge.

27



Glodari, prvenstveno misevi (Mus musculus) su zivotinjska vrsta, koja se Cesto
koristi u brojnim medicinskim istrazivanjima razli¢itih patoloskih stanja koja se javljaju
kod ljudi. Njihov kratak zivotni ciklus, radanje velikog broja mladih i mala veli¢ina ih
¢ini veoma dobrim eksperimentalnim modelom na kome se mogu lako izvoditi
ispitivanja. U eksperimentalne svrhe se koriste transgeni miSevi tzv. ,.knock out*
misSevi, koji su deficitarni za odredeni gen ili odredene gene. Beta sekretaza ,,knock out*
misevi su jedinke u kojima se ne sintetiSe B-sekretaza i ne stvara se AP. Smatra se da bi
inhibitori B-sekretaze sprecili stavaranje AP i tu svrhu se razvijaju nova terapeutska
sredstva koja bi sprecila stvaranje Af. Pored ,.knock out™ miSeva kori§¢eni su misevi sa
izrazenom ekspresijom odredenih gena kao Sto je gen za APP. Transgeni misevi kod
kojih dolazi do nagomilavanja amiloida u mozgu, nisu uvek pokazivali kompletne

nervne simptome karakteristi¢ne za Alzheimer-ovu bolest (Sarasa and Pesini, 2009.).

Pacovi (Rattus norvegicus) se takode koriste za prouc¢avanje patoloskih promena
u centralnom nervnom sistemu. Uloga neprilizina (neprilisyn, eng.) i insulin
degradirajuc¢eg enzima (insulin degrading enzyme, eng.) u razgradnji AP otkrivena je
zahvalju¢i podacima dobijenim iz brojnih eksperimenata izvedenih na pacovima.
Primarna struktura AP pacova i miSeva se razlikuju od humanog A za tri aminokiseline
pa se i proces stvaranja amiloida od APP razlikuje kod ovih Zivotnija i ljudi. Kod
pacova su izolovane Cetiri izoforme APP (APP-695, APP-714, APP-751, APP-770)
(Sarasa and Pesini, 2009.).

Za proucavanje starosnih promena i1 promena koje nastaju u mozgu ljudi sa
Alzheimer-ovim oboljenjem takode je koris¢eno morsko prase ili zamorac (Cavia
porcellus). Sekvenca AP peptida, koja se sintetiS§e kod morskog praseta, identi¢na je
humanoj sekvenci AP. Nedostatak ovog modela je u tome $to se ne razvijaju identi¢ne
patoloSke promene u mozgu (senilni plakovi 1 neurofibrilarna klubad). Takode,
ponasanje karakteristicno za vrstu nije u dovoljnoj meri prouceno (Beck et al., 2003.,

Sarasa and Pesini, 2009.).

Kuni¢i (Oryctolagus cuniculus domesticus) imaju identi¢nu sekvencu AP
peptida humanom peptidu, ali kao i kod morskog praseta spontano se ne javljaju
promene karakteristicne za Alzheimer-ovu bolest (Johnstone et al., 1991., Sarasa and

Pesini, 2009.). Ishranom kuni¢a hranom, koja je bogata holesterolom i u koju je
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dodavan bakar, u kori mozga nastajali su depoziti amiloida. Ovi kuni¢i su imali
smanjenu sposobnost uc¢enja komplikovanijih zadataka. Dobijeni rezultati ukazuju da

bakar ima uticaj na akumulaciju Ap u mozgu zbog smanjene razgradnje (Sparks et al.,

2006., Sparks, 2007., Sarasa and Pesini, 2009.).

Kokosiji embrioni se mogu takode koristi za proucavanje amiloidoze u mozgu.
Tri izoforme APP izolovane su iz kokosijih embriona (APP-695, APP-751, APP-770).
Sliénost sekvence gena za APP kokosijeg embriona i humanog je 96%. Domen A
APP-a kokosijeg embriona je identican sa humanim. U kokosijem embrionu dolazi do
ekspresije gena za enzime, koji ucestvuju u stvaranju beta amiloida, ukljucujuci
BACEL, BACE?2, presinilinl, presenilin2, nikastrin. Glavni AP peptid koji se stvara
tokom embriogeneze je AB1-42 (Carrdoguas et al., 2005.). U kokos$ijem embrionu
stvaraju se neprilizin, glavni enzim za razgradnju beta amiloida, i ADAM-17 (a
disintegrin and metalloproteinases-ADAM, eng.), proteaza uklju¢ena u neamiloidogeni
proces APP-a. Proucavanje starosnih promena u mozgu pili¢a, tj. kokoSaka, je otezano
zbog toga §to ne postoje patohistoloski standardi za zZivotni uzrast ove zivotinjske vrste

(Dani, 1997., Sarasa and Pesini, 2009.).

Smatra se da je pas (Canis lupus familiaris) jedan od pogodnijih modela za
proucavanje neurodegenerativnih bolesti i starackih promena u mozgu ljudi zbog
slinosti i kompleksnosti promena u mozgu i ponasanju (Cummings et al. 1993b,
Cummings et al. 1996b, Satou et al., 1997., Adams et al., 2000., Rofina et al., 2006.).
Pas je evolutivno blizi coveku od drugih pomenutih vrsta. Incidenca formiranja plakova
u mozgu starijih pasa je relativno visoka, ali bez prisustva neurofibrilarne klubadi. Ovo
moze biti od koristi u prou¢avanju pocetnog stadijuma nagomilavanja A i formiranja
plakova u regiji gde je doslo degeneracije, a u odsustvu neurofibrilarne klubadi (Satou
et al., 1997.). Neki smatraju da nema dovoljno vremena za stvaranje neurofibrilaralne

klubadi u mozgu pasa zbog ranog uginuca (Papaioannou et al., 2001., Yu et al., 2011.).

Utvrdeno je da kod starih pasa dolazi do nakupljanja amiloida i slabljenja
kognitivnih sposobnosti (Torp et al., 2000.). Njihovi odgovori su oslabljeni, zakasneli
ili izostaju reakcije na razne zadatke, koji su pred njih postavljeni (ucenje
prepoznavanja, prostorna orijentacija i dr.). Takode, ustanovljeno je da su razne
kognitivne disfunkcije u vezi sa koli¢inom nagomilanog AP u hipokampusu i frontalnoj
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kori (Cummings et al., 1996a, Cummings et al., 1996d, Satou et al., 1997.). Slabljenje
kognitivnih sposobnosti (u¢enje i paméenje) su u korelaciji sa depozitima AP u korteksu
mozga. Patohistoloska istrazivanja su pokazala da se kod pasa javljaju promene u
pocetku u frontalnom korteksu i hipokampusu slicno kao i u mozgu starih ljudi 1
obolelih od Alzheimer-ove bolesti. Depoziti AP se prvo stavaraju u dubljim slojevima, a
kasnije i u povr$nim slojevima korteksa. Enzimi ukljueni u stvaranju beta amiloida i
APP su identi¢ni kod psa 1 coveka. Neki autori su u svojima ispitivanjima uocili da su
kolic¢ina 1 tip ekstrahovanog AP iz mozga pasa i1 cerebrospinalne tecnosti, povezani sa
procesom starenja i da pokazuju veliku sli¢nost sa humanim tipom (Head et al., 2010.).
Peptid psa AB1-42 je identi¢an humanom, dok se peptid misa i pacova razlikuje za tri
aminokiseline. Takode, identifikovani beta peptidi kracih lanaca od AB1-42 pasa i ljudi
su identi¢ni, a razlikuju se od peptida miSeva i pacova. Utvrdeno je, da enzimi koji
ucestvuju u procesima obrade APP kod ljudi i pasa pokazuju stepen homologije 92-
100% (Gonzales-Martines et al., 2011.). Depoziti AB se ne javljaju uvek kod starih pasa
kako bi se o¢ekivalo. Nepostajanje dovoljno podataka o neuroanatomskoj organizaciji i
o normalnom procesu starenja ¢ine glavni nedostatak psa kao eksperimentalnog modela

(Sarasa and Pesini, 2009.).

Kod starih sivih misjih lemura (Microcebus murinus) u 20% slucajeva dolazi do
masivne moZdane atrofije, stvaranja amiloidnih plakova, citoskeletnih taupatija 1
gubitka holinergickih neurona. Lemuri postaju stari ve¢ sa 5 godina (Bons et al., 2006.,
Sarasa and Pesini, 2009.). Taupatija slicna kao kod Alzheimer-ove bolesti ljudi je
otkrivena i kod stare Simpanze (Pan troglodytes). Neurofibrilarne promene u neuronima
vezane za starost, bez nakupljanja AP, opisane su kod koza i ovaca, a kod polarnog
medveda u prisustvu AB u mozgu. U nervnom tkivu delfina dokazani su masivni kongo
crveno pozitivni depoziti. Ovi depoziti su identifikovani u produzenoj mozdini, velikom
i malom mozgu. Takode, dokazan je visok stepen homologije delfinovih i humanih
proteina APP, BACE, presenilin-1, presenilin-2. Utvrdeno je, da su AP1-42 peptidi
izolovani kod tri vrste delfina (Grampus griseus, Stenella coeruleoalba i Tursiops

truncatus) identi¢ni humanom peptidu (Sarasa and Pesini, 2009.).
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2.7. INTRACELULARNE PROMENE U NEURONIMA

Neurodegenerativne promene u mozgu tokom starenja pasa nisu ogranicene
samo na nagomilavanje AP, ve¢ je to Sirok spektar promena koje se deSavaju na
intracelularnom nivou. U te promene se ubrajaju: promene na citoskeletu, promene u
integritetu genoma, promene na nivou sistema za prenos signala u ¢eliji, promene u
odrzavanju redoks potencijala u celiji (oksidativni stres), akumulacije lipofuscina i

druge.

Promene na citoskeletu u vidu formiranja neurofibrilarnih klubadi su dokazane
kod ljudi obolelih od oboljenja nazvanih taupatije. U taupatije spadaju Alzheimer-ova
bolest, Parkinsonova bolest, Daunov sindrom i druge bolesti. Smatra se da se u mozgu
pasa pri degeneraciji neurona ne stvaraju neurofibrilarna klubad (Dimacopoulos and
Mayer, 2002.).

Poznato je da pri degeneraciji neurona dolazi do narusavanja integriteta genoma.
U istrazivanjima je uocena pozitivna korelacija izmedu oste¢enja DNK 1 koli¢ine
nagomilanog amiloida u mozgu starijih pasa. Smatra se, da je obim oSte¢enja DNK u
direktnoj vezi sa obimom nagomilanog AP. Utvrdeno je, da fragmentacija DNK nije
posledica aktivacije mehanizama apoptoze, ve¢ u procesu starenja spontano dolazi do
fragmentacije DNK u neuronima pasa i ljudi (Anderson et al., 2000., Dimacopoulos and
Mayer, 2002.).

Poremecaji intracelularnih signalih puteva nastalih pri degeneraciji neurona
nastaju zbog promene na razli¢itim receptorima, koji su kinaze, fosfataze ili
predstavljaju transkripcione faktore. Uoceno je, da amiloid smanjuje fosforilaciju
jednog transkripcionog faktora koji utiCe na ekspresiju gena za neurotrofni faktor
(brain-derived neurotrophic factor, BDNF, eng.). Smanjeno stvaranje neurotrofnih

faktora dovodi do gubitka neurona (Dimacopoulos and Mayer, 2002.).

Zapazeno je, da oksidativni stres ima veoma veliki znacaj u patogenezi oboljenja
kao §to su neurodegenerativna oboljenja i kancerogeneza. Visok nivo oksidativnog
stresa je uofen u mozgu starih pasa. Imunohistohemijskom tehnikom dokazano je
prisustvo markera oksidativnog stresa u neuronima, u depozitima amiloida, u zidu
krvnih sudova i perivaskularnim prostorima. Pri oksidativnom stresu dolazi do
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neravnoteze izmedu odbrambenih antioksidativnih mehanizama 1 koli¢ine slobodnih
radikala. Oksidativni stres izaziva degeneraciju neurona i ima znafajnu ulogu u

patogenezi Alzheimer-ove bolesti (Dimacopoulos and Mayer, 2002.).

Rezultati nekih istrazivanja sugeriSu da je AP neurotoksi¢an zato $to podstice
razvoj oksidativnog stresa u c¢eliji, sa posledicnim oSte¢enjem mitohondrija i gubitkom
aktivnosti kompleksa respiratornog lanca (Bosetti et al., 2002., Casley et al., 2002.,
Devi et al., 2006., Fukui et al., 2007.). Takode, AP pospesuje stvaranje azotnog oksida
(NO) u neuronima (Keil et al., 2004.) i endotelnim ¢elijama (Lzth et al., 2001., Suhara
et al., 2003.). Azotni oksid je signalni molekul koji reguliS$e mnoge biolo$ke procese u
nervnom sistemu, ukljucujuéi i apoptozu (Baud et al., 2004., Figueroa et al., 2006.,
Vargas et al., 2010.). Poznato je, da NO inhibira odvijanje normalnih procesa na
respiratornom lancu mitohondrija i da poveéava ekspresiju i pojacava aktivnost matriks
metaloproteinaza 9 (matrix metallopreteinases 9, MMP-9, eng.) (Brown and Borutaite,
2002., Gu et al., 2002., Vargas et al., 2010.). Enzimi MMP9 se oslobadaju pri stresu i
tada ucestvuju u ostecenju krvno-mozdane barijere (Rosenberg et al., 1998., Gashe et
al., 2002.). Inace, metaloproteinaze se nalaze ekstracelularno u rastvorljivom obliku ili
su vezane za membranu 1 u normalnim fizioloskim uslovima ucestvuju u remodeliranju
ekstracelularnog matriksa (Werb, 1997., Nagase and Woesner, 1999.). Prakti¢no
metaloproteinaze imaju sposobnost da izvrSe proteolizu endotelne bazalne membrane i
na taj na¢in dovode do oSteCenja krvno-mozdane barijere (Rosenberg et al., 1998., Lee
et al., 2003., Vargas et al., 2010.).

2.8. METALOTIONEINI

Metalotioneini (MT) su proteini male molekulske tezine (6-7kDa) bogati
cisteinom (23-33 mol%). U familiju metalotioneina ubrajaju se Cetiri razlicite izoforme,
koje su pronadene u raznim tkivima (Nakajima and Suzuki, 1995., Zheng et al., 1995.,
Erickson et al., 1997., Adlard et al., 1998, Swindell, 2011.). I1zoforme I i Il dokazane su
u vecini tkiva, III u mozgu 1 izoforma IV u stratifikovanom skvamoznom epitelu
(Erickson et al., 1997., Adlard et al., 1998., Kojima et al., 1999.). Povecanu sintezu
metalotioneina u ¢eliji indukuju brojni razliciti faktori kao Sto su bakterijski
endotoksini, bivalentni teSki metali, oksidativni stres, razli€iti citokini 1 polipeptidni

hormoni (Anezaki et al., 1995., Dalton et al., 1995., Ebadi et al., 1995., Zheng et
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al.,1995., Adlard et al.,, 1998., Swindell, 2011.). Pri oksidativnhom stresu sinteza
metalotioneina moze biti indukovana i intenzivirana oslobadanjem rastvorljivih

medijatora, kao $to su glukokortikosteroidi i citokini (Adlard et al., 1998.).

U cCeliji metalotioneini imaju ulogu nosaca metala, kao $to su bakar i cink.
Metalotioneini verovatno imaju ulogu u DNK transkripciji, sintezi proteina i replikaciji,
jer vezuju metale, koji na taj nain postaju dostupni enzimima i transkripcionim
faktorima. Takode, metalotioneini vezivanjem metala u ¢eliji vrSe detoksikaciju. Oni su
jedan od odbrambenih mehanizama c¢elije od dejstva slobodnih radikala. Metalotioneini
poseduju, sli¢no kao 1 glutation, sulthidrilne grupe, koje vezuju slobodne hidroksilne i
superoksidne radikale, a koje reaguju sa elektrofilima i na taj nain sprecavaju
oksidativna ostecenja celije (Adlard et al., 1998.). Peroksinitrat neutralisu MT I i I, a
MT III hidroksidni radikal i peroksinitrat. Utvrdeno je, da MT III neutraliSe slobodne
radikale na bazi Fenton-ove reakcije ili fotolize hidroksidnog radikala. Metalotionein 111
se naziva i inhibitorni faktor rasta (growth inhibitory factor, GIF, eng.), jer inhibira
neurotrofne faktore (Uchida et al., 2002., Uchida, 2010.).

U mozgu ljudi imunohistohemijski su dokazane izoforme | i 1l metalotioneina
(MT I i MT II) najc¢esée u astrocitima i njihovim produzecima neokorteksa (Adlrad et
al., 1998.). Imunohistohemijski pozitivni signal je ¢esto difuzno rasporeden u sivoj masi
od sloja od Il do VI, dok se u sloju I ne javlja. U beloj masi ovaj signal je uniformno
rasporeden po cCitavoj povrSini. Dobijeni rezultati u ispitivanjima nekih autora ukazuju
da pri razvoju starosnih promena i razvoju Alzheimer-ove bolesti raste nivo
metalotioneina u mozgu. Po intenzitetu pozitivni signal je jac¢i u mozgu pacijenta sa
Alzheimer-ovim oboljenjem nego kod starijih osoba bez simptoma oboljenja. Povecanje
nivoa metalotioneina u ranim i kasnim stadijumima Alzheimer-ove bolesti predstavlja

odgovor okolnog tkiva na povecan nivo slobodnih radikala (Adlard et al., 1998.).

Metalotionein 11l je dokazan kod ljudi u glija ¢elijama malog mozga i
astrocitima neokorteksa, hipokampusa, striatuma, mozdanog stabla i ki¢mene mozdine,
ali nije dokazan u Svanovim éelija. Imunohistohemijskim bojenjem na MT III pojedini
delovi mozga su pokazivali pozitivni signal razli¢itog intenziteta. Jako pozitivni signal
je uocen u neokorteksu u slojevima od Il do VI, u hipokampusu molekularni sloj

dentalnog girusa 1 sloj piramidalnih ¢elija, a u kicmenoj moZzdini u sivoj supstanci. Slab
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imunohistohemijski pozitivni signal je zapazen u beloj supstanci kicmene mozdine i u
neokorteksu u subkortikalnoj zoni. U neokorteksu produzeci pozitivnih astrocita grade

gustu mrezu. U delovima koji imaju slab signal pozitivna su samo tela astrocita

(Uchida, 2010.).
2.9. UBIKVITIN

Proteolizu veéine proteina u ¢elijama obavlja sistem ubikvitin-proteazomi. Za
oStecene 1ili istroSene proteine ubikvitin se vezuje kovalentno, a za ovaj proces je
potrebna kaskadna enzimska reakcija koja ima tri faze: fazu aktivacije, fazu konjugacije
I fazu vezivanja. U procesu kovalentog vezivanja ubikvitina za ciljne proteine, koji ¢e
biti razloZeni, vezuje se veci broj molekula ubikvitina ¢ine¢i tako poliubikvitinski lanac

(Bingol et al., 2005.).

Delimi¢na ili potpuna proteoliza proteina su vazni mehanizmi za regulisanje
bioloskih procesa. Vec¢i deo intracelularne proteolize je katalizovan od strane sistema
ubikvitin-proteazomi, koji je na taj nacin ukljuen u mnoge vitalno vazne celijske
funkcije. Poremecaj u funkcionisanju sistema ubikvitin-proteazomi zbog ontogenetskog
razvoja ili zbog patoloskih promena neminovno dovode do naruSavanja integriteta ¢elije

(Giannini et al., 2013.).

U nervnom sistemu sistem ubikvitin-proteazomi ima normalnu fiziolosku ulogu,
dok brojna istrazivanja ukazuju na njegovu ulogu i u nastanku neurodegenerativnih
oboljenja ljudi ukljucujuci i Alzheimer-ovu bolest (Upadhya and Hegde, 2007.). Inace,
kod neurodegenerativnih oboljenja ljudi ustanovljena je odredena korelacija izmedu
stepena dementnosti i pojave neurofibrilane klubadi vezane za ubikvitin. Kod 30%
pacijenata sa SDAT pronaden je u neurofibrilarnim klubadima tau protein vezan sa
ubikvitinom (Upadhya and Hegde, 2007.). lako kod pasa nije dokazno prisustvo
neurofibrilane klubadi, u mozgu uoceno je da ubukvitin formira granularne agregate u

aksonima sa mijelinskim omotacem, a gustina im se povecava sa staroS¢u.

U nekim neurodegenerativnim oboljenjima ustanovljeno je nakupljanje
nerastvorljivih agregata proteina ili formiranje ,,inkluzionih telasaca® (inclusion bodies,
eng). Mnoge nastale agregate pri razvoju neurodegenerativnih oboljenja karakterise to
da daju imunohistohemijsku pozitivnu reakciju na razne proteine, kao i na ubikvitin
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(Upadhya and Hegde, 2007.). Utvrdeno je, da demencija sa ,,Levi telima* (Lewy Body-
eng.) ima sli¢nu neuropatologiju sa SDAT. Ovo oboljenje je drugo po zastupljenosti
neurodegenerativno oboljenje u humanoj populaciji. ,Levi tela® predstavljaju
intracelularne inkluzije sastavljene od proteina kovalentno povezanih sa ubikvitinom, a
vecina tih proteina je filamentozne strukture. Sve ovo ukazuje na povezanost ubikvitina
i fosforilisanog tau proteina i da postoje zajednicki mehanizmi, koji dovode do

neurodegeneracije u mozgu ljudi i pasa (Dimacopoulos and Mayer, 2002.).

Pretpostavlja se da nakupljanje proteina u celiji remeti funkcionisanje sistema
ubikvitin-proteazomi (Johnston et al., 1998., Layfield et al., 2003.). lako smetnje u
funkcionisanju sistema ubikvitin-proteazomi prouzrokuju pleomorfne efekte u
neuronima, ukljucujuci njihovu degeneraciju pa ¢ak i smrt, smatra se da je jedan od
ranih efekata ovih smetnji poremecaj u funkcionisanju sinapsi (Selkoe, 2002., Upadhya
and Hegde, 2007.). Najnovija istrazivanja kod Zivotinja ukazuju da fiziolosku ulogu u
odrzavanju funkcionalnosti sinapsi ima sistem ubikvitin-proteazomi na taj nacin §to
ucestvuju u razgradnji istroSenih proteina, koji odrzavaju funkcionalnost sinapsi

(Hegde, 2004., Bingol et al., 2005., Upadhya and Hegde, 2007.).
2.10. LIPOFUSCIN

Pored nagomilavanja AP u mozgu pasa u procesu starenja opisane su jo$ neke
promene kao S§to su akumulacija granula lipofuscina u citoplazmi neurona,

dezintegracija plazma membrane neurona, demijelinizacija i druge (Torp et al., 2000.).

Tokom procesa starenja u celijama razvijaju se brojne pigmentne promene od
kojih su mikroskopski najprepoznatljivije promene u koli¢ini melanina i lipofuscina.
Promene u koli¢ini melanina su uocljive makroskopski 1 on moZe da se povecava ili
smanjuje u procesu starenja sto se ogleda u pojavi hiperpigmentacije u vidu starackih
fleka i mrlja (lentigo, lat.) ili hipopigmentacije sa pojavom sedih dlaka. Za razliku od
melanina, koli¢ina lipofuscina uvek se povecava pri starenju organizma. Lipofuscin se
tokom Zzivota jedinke sporo stvara, dok je intenzivno stvaranje vecih koli¢ina pigmenta
odlika poslednjih faza procesa starenja organizma (Jung et al., 2010.). Nalaz lipofuscina
intracelularno predstavlja vremensku konstantnu morfolosku promenu procesa starenja

(Porta, 2002.).

35



Lipofuscin predstavlja ,,staracki* pigment koji se akumulira u vecoj koli¢ini u
postmitoti¢kim dugozive¢im c¢elijama (Porta, 2002., Gray and Woulfe, 2005.). Termin
lipofuscin je uveden pocetkom proslog veka, potice od dve reci jedna je poreklom iz
grékog jezika, lipo $to zna¢i mast, a druga je iz latinskog jezika fuscus $to znac¢i tamno.
Prvi put je opisan kao tamno smede-zuti pigment u neuronima polovinom XIX veka

(Brunk and Ericson, 1972., Porta, 2002.).

Intracelularano stvaranje lipofuscina je veoma slozen proces gde se biohemijske
reakcije odvijaju u lizozomima, citoplazmi i mitohondrijama (Jung et al., 2010.). Do
nakupljanja lipofuscina dolazi usled nepotpune degradacije proteina, lipida i oSte¢enih
organela. Smanjenje produkcije hidrolitickih enzima u lizozomima u procesu starenja
¢elije jedan je od uzroka koji dovodi do akumulacije proteina, lipida i delova oste¢enih
organela. Akumulirane materije se sjedinjuju i prakticno postaju nesvarljive i formiraju

lipofuscinske granule (Gray and Woulfe, 2005.).

Razli¢iti tipovi Celija viSecelijskih organizama ne stare istom brzinom. Nastale
promene u procesu starenja najuocljivije su u postmitoti¢kim dugoziveéim ¢elijama kao
Sto su kardiomiociti i neuroni. U ¢elijama, kao $to su ¢elije kostne srzi ili intestinalnog
epitela, starosne promene su minorne ili su neuocljive. U procesu starenja promenama
nisu zahvacene samo Celije ve¢ ekstracelularni matriks i intercelularne veze. Ipak od
vitalnog znacaja za funkcionisanje srca 1 mozga su starosne promene koje se razvijaju u

postmitotickim ¢elijama (Brunk and Terman, 2002a i b).

Celije sisara imaju vise mehanizama za degradaciju oStecenih ili istrodenih
proteina. Jedan od glavnih sistema za proteolizu u citoplazmi je sistem ubikvitin-
proteazomi (viSejedini¢na proteaza). Proteazomi mogu da vrse razgradnju proteina samo
kada su proteini u monomernom obliku i vezani za ubikvitin. Kada je viSe proteina
kovalentno povezano proteazomi ne mogu da vrSe proteolizu. Drugi mehanizam za
uklanjanje istroSenih 1 oSte¢enih proteina 1 drugih intracelularnih komponenti je
autofagija (autofagocitoza). U Celijama postoji viSe vrsta procesa autofagije u koje se
ubrajaju mikro-, makro- i autofagija posredovana Saperonima (chaperon mediated
autophagy, eng.). Znacajna karakteristika autofagije je formiranje vezikule, koja
poseduje dvoslojnu membranu, a naziva se autofagozom. Formiranjem autofagozoma

sekvestrira se jedan deo citoplazme i doprema do lizozoma. U autofagozomu se mogu
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nac¢i kompleksi proteina i/ili istroSene i oSte¢ene organele iz citoplazme (Héhn et al.,

2012.).

Iako su u procesu starenja promenama zahvaéene mnoge celijske komponente,
najznacajnije promene se razvijaju na mitohondrijama i lizozomima postmitotickih
¢elija. Ove organele su oznacene kao najznacajnije organele za formiranje lipofuscina u
Brunk 1 Terman-ovoj hipotezi mitohondrijalno-lizozomska osovina starenja
postmitotic¢kih ¢elija. Mitohondrijama se smanjuje kapacitet za stvaranje energije usled
strukturnih alteracija, dok se u lizozomima nakuplja polimerizovani, nerazgradivi,

zlatnozuti autofluorescentni pigment lipofuscin (Brunk and Terman, 2002a i b).

Lizozomi za ¢eliju imaju veoma vaznu ulogu, jer omogucavaju da se recikliraju
istroSeni i oSteCeni proteini i organele u procesu autofagocitoze. Pored toga, §to
ucestvuju u prometu sopstvenih Celijskih struktura, oni ucestvuju u razgradnji
ekstracelularnih molekula unetih procesom endocitoze (Kurz et al., 2007.). Razgradnju
makromolekula obavlja oko 60 hidrolaza koje su okruZene dvoslojnom fosfolipidnom
membranom lizozoma. Membrana lizozoma ucestvuje u reakciji sa endocitoznim
vezikulama i autofagozomima (Schréder et al., 2010.). Pri procesu starenja u celiji
dolazi do narusavanja stabilnosti lizozoma i odrzavanja pH u njima. Lizozomi
predstavljaju oksido-redukcione aktivne prostore u kojima se nalaze u maloj
koncentraciji gvozde i bakar, koji su oslobodeni autofagnom degradacijom iz
metaloproteina. Kisela sredina i visoka koncentracija tiola u lizozomima odrzava
gvozde u redukovanom obliku u kom moZe da reaguje sa endogenim ili egzogenim
vodonik peroksidom. Usled reakcije gvozda i vodonik peroksida nastaju hidroksilni
radikali na bazi Fenton-ove reakcije u lizozomima i pospeSuju stvaranje lipofuscina, jer
izaziva peroksidaciju sadrzaja lizozoma (Kurz et al., 2007.). Obimna akumulacija
pigmentnih granula u lizozomima ometa normalno odvijanje procesa autofagije, §to
moze biti veoma vazan faktor pri procesu starenja i razvoju starosnih promena (Kurz et
al., 2010.). Lipofuscin verovatno ometa proces autofagije na taj nacin, §to vezuje
novosintetisane lizozomalne enzime koji su neophodni za ovaj proces. Rezultat
nedovoljnog i smanjenog odvijanja procesa autofagije u postmitotickim celijama je
akumulacija produkata metabolizma kao 1 dotrajalih 1 oSteCenih intracelularnih

komponenti (Kurz et al., 2007.). U slu¢aju znacajnijeg oksidativnog stresa, pojacano se
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stvaraju hidroksilni radikali, koji utiCu na povecanu permeabilnost membrane lizozoma
1 na taj nacin se omogucava izlazak gvozda i hidrolitickih enzima u citoplazmu, Sto
moze dovesti do nekroze ili apoptoze celije. Apoptoza cCelije nastaje kada membrane
malog broja lizozoma postanu propustljivije za gvozde i enzime, a nekroza nastaje kada
dode do ,,prskanja“ veceg broja lizozoma (Kurz et al., 2007.). Bakar u lizozomima
obi¢no nije oksido-redukciono aktivan zato Sto se najcesc¢e vezuje sa razli¢itim tiolima i

formira komplekse koji nisu oksido-redukciono aktivni (Kurz et al., 2010.).

Glavni izvor slobodnih radikala u ¢elijama sisara su mitohondrije. U njima se na
respiratornom lancu stvara superoksid koji generiSe stvaranje drugih slobodnih radikala.
Mitohondrije su veoma podlozne oksidativnom stresu kada dolazi do povecanog
stvaranja slobodnih radikala. Veca koli¢ina slobodnih radikala oStecuje mitohondrije i
one gube svoju funkciju (Jung et al., 2010.). Tada moze da se javi edem mitohodrija ili
enormno  povecanje  mitohondrija, kada se nazivaju  megamitohondrije.
Megamitohondrije nastaju zbog inhibicije deoba mitohondrija koja je usledila kao
posledica pri oksidativnom stresu nastalog oStecenja proteina i lipida, koji uéestvuju u
deobi ovih organela (Jung et al., 2010.). Osteéene mitohondrije proizvode manje
energije za Celiju i vecu koli¢inu superoksida. Reaktivne kiseonikove grupe uti¢u na
stvaranje viSe aldehida i aldehidnih mostova izmedu proteina (Brunk and Terman,
2002a i b). Fizioloski, lizozomi su organele zaduzene za degradaciju istroSenih i
ostecenih mitohondrija. IstroSene 1 oSte¢ene mitohondrije se inkorporiSu u lizozome u
obliku makroautofagozoma. Ako dode do kovalentnog povezivanja proteina u
mitohondrijama oni postaju nerazgradivi za lizozomske hidrolaze. Ovako nerazgradive
strukture mitohondrija mogle bi biti osnova za formiranje lipofuscina. Do kovalentnog
povezivanja proteina u mitohondrijama dolazi zbog nastalih produkata peroksidacije
masti, kao $to su malonil-aldehid i 2-hidroksi-4-trans nonelal (HNE). Takode, u
mitohondrijama se nalazi odredena koli¢ina jona gvozda, koji mogu da katalizuju
Fenton-ovu reakciju, Sto moZe da utice na dalju oksidaciju proteina i peroksidaciju
lipida neophodnu za stvaranje lipofuscina (Jung et al., 2010.). Dalji razvoj procesa
oksidacije proteina i peroksidacije smanjuje funkcije lizozoma posto zahvata i njihove
komponente. Smatra se, da postoji pozitivha povratna sprega izmedu vecée koliCine
lipofuscina, smanjene funkcije lizozoma i formiranja vece koli¢ine aldehida (Brunk and

Terman, 2002a i b).
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In vitro je dokazano, da se lipofuscin ubrzano nakuplja u kulturi celija
fibroblasta, glija ¢elija, kardiomiocita i epitelnih pigmentnih ¢elija retine, uzgajanim u
atmosferi sa 40% kiseonika. Takode, dokazano je da redoksi aktivno gvozde pospeSuje
akumulaciju lipofuscina u ¢elijama (Terman and Brunk, 1998a). Ovo znac¢i da svi
faktori, koji pospeSuju oksidativne procese u Celiji, uticu na povecano stvaranje
produkata metabolizma koji dovode do povecane akumulacije lipofuscina. Nasuprot
ovome, antioksidansi smanjuju intetizitet oksidativnih procesa i tako usporavaju

nakupljanje lipofuscina (Brunk and Terman, 2002a).

U izolovanim lipofuscinskim granulama hemijskim analizama je utvrdeno
prisustvo razli¢itih komponenti, a uglavnom su to proteini (30-70%) i lipidi (20-50%).
Proteinsku komponentu ¢ine brojni proteini razli¢itog aminokiselinskog sadrzaja. U
lipidnoj komponenti lipofuscina zastupljene su slobodne masne kiseline, holesterol,
trigliceridi, fosfolipidi, dolihol i fosforilisani dolihol. Pored proteina i lipida u izgradnji
lipofuscinskih granula ucestvuju ugljenohidrati (4-7%) i metali (do 2%). Manoza, N-
acetil-D-galaktozamin i sijalinska kiselina su ugljenohidratne komponente koje ulaze u
sastav starackih pigmentih granula (Terman and Brunk, 1998b, Double et al., 2008.).
Gvozde je metal koji ucestvuje u znacajnoj meri u izgradnji lipofuscina. Pored gvozda

,.staracki® pigment sadrzi bakar, cink i mangan (Jung et al., 2010.).

Lipofuscin histohemijski karakteriSe PAS pozitivnost, acido rezistentnost (boji
se modifikovanom tehnikom Ziehl-Neelsen), argirofilija, bojenjima karakteristicnim za
bojenje masti, kao $to su Sudan crno (sudanofilija) i Oil-red-O. Tinktorijalne osobine
mu se pojacavaju kod starijih jedinki. Lipofuscinske granule imaju sposobnost
autofluorescencije (zlatnozuta). U neobojenim morfoloskim uzorcima lipofuscin se
vizuelizuje fluorescentnom ili laser skenirajuéom mikroskopijom uz pomo¢
ekscitacionog svetla razli¢itih talasnih duzina i kori§¢enjem razlicitih filtera (Brunk and

Terman, 2002a).

Pojedinacna granula lipofuscina je osmiofilna, a posmatrana pod elektronskim
mikroskopom vidi se kao homogena i tamna masa hrapave povrSine koja je Cesto
ogradena zajedno sa kapljicama masti membranom lizozoma debljine 100nm. Veliki
broj pojedinacnih granula lipofuscina formira zrelu veliku granulu. Zrela velika granula

lipofuscina uglavnom je smeStena u blizini jedra (perinuklearno), ali moze da bude
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smestena u dendritu, aksonu 