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UAVA@]D,

koji su bili vidljivi

dr. Alois Alzheimer

Alzheimerova bolest (AB) je vodecCi uzrok demencije medu
starijom populacijom. Karakterizira
kognitivnin  sposobnosti
pamcenja | sposobnosti govora, poteSkocama u obavljanju
rutinskih zadaca, dezorijentacijom te promjenom osobina lichosti.
Dr. Alzheimer je 1906. prvi uocCio | povezao simptome bolesti s
postmortalnim neuropatoloskim obiljezjima. Primijetio je veliki
gubitak neurona te tzv. senilne plakove I neurofibrilarne snopice

je progresivni gubitak

koji u konacnici rezultira gubitkom

| golim okom (slika 1). lako se dugo vremena

AB smatrala bolescu starijih od 65 godina noviji podaci ukazuju
da molekularni patoloski procesi zapocCinju 20 do 30 godina prije
pojave prvih simptoma bolesti.

Glavni sastojak senilnih plakova je peptid amiloid-B (AB), koji nastaje sekvencijalnim
cijepanjem proteina prekursora AR (protein APP) enzimima koje nazivamo sekretaze (slika

1). Za nastanak peptida AP odgovorna

je P-sekretaza koja cijepa protein APP u

endosomima, dok cijepanje proteina APP na staniCnoj membrani a-sekretazom sprecCava

nastanak tog amiloidogenog peptida.

Plakovi

Neurofibrilarni snopici

Slika 1. NeuropatoloSke promjene u mozgu
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osobe oboljele od Alzheimerove bolesti (lijevo).

Shematski prikaz metabolizma proteina APP (desno).

Nedavna istrazivanja sve vise ukazuju na
ulogu kolesterola u nastanku Alzheimerove
bolesti. Terapija statinima (lijekovima koji
snizavaju razinu kolesterola), smanjuje rizik
pojave bolesti, dok pacijents S
arterosklerozom pokazuju vecu ucestalost
AB. KoliCina kolesterola u mozgu puno je
veca u odnosu na ostala tkiva. Kod vecine
sisavaca U mozgu se nalazi oko 25%
ukupnog tjelesnog kolesterola i1ako na
mozak otpada manje od 10% tjelesne
mase. Veza izmedu kolesterola 1 razine
peptida AP ustanovljena je i u Niemann-
Pickovoj bolesti tipa C (NPC), nasljednom
poremecaju nakupljanja sfingolipida
uzrokovano] mutacijama u NPC1 ili NPC2
genima. U NPC bolesti dolazi do
nakupljanja neesterificiranog kolesterola |
drugih lipida u kasnim endosomima |
lizosomima (slika 2).
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Slika 2. Shematski prikaz transporta kolesterola u
stanici.

bolesti dolazi do neurodegeneracije. Zanimljivo, u

mozgu NPC pacijenata, te u misjim 1 stanicnim NPC modelima, takoder je primjeCeno

nakupljanje peptida AB. Kako istrazivanja
proteina APP | nastanak peptida A3, bolest

sve vise ukazuju na utjecaj lipida na cijepanje
NPC je postala vaznim modelom za proucCavanje

veze izmedu kolesterola, proteina APP | nastanka peptida AP.

METODE

 Western blot | ELISA

* Imunocitokemija i fluorescencijska mikroskopija

 Odjeljivanje pojedinih stanicnih organela

 Stabilna | prolazna transfekcija stanica

 RNAI metodologija
« Masena spektrometrija fosfolipida
« Zelja: primarne kulture neurona

« Zelja: transgenicni midevi
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CILJ ISTRAZIVANJA

HIPOTEZA: Promjena metabolizma lipida je okida€ nastanka neurodegenerativnih bolesti.

CILJ ISTRAZIVANJA: Razjasniti mehanizam kojim kolesterol i drugi lipidi utjedu na patogenezu Alzheimerove bolesti.
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U svojim istrazivanjima koristimo CHO-NPC1” stanice koje, kao i
drugi NPC modeli opisani u literaturi, pokazuju nakupljanje kolesterola
u stanici, te akumulaciju peptida AB. Mi smo pokazali da spusStanjem
kolesterola u stanicama NPC1”- dolazi i do spustanja razine peptida
AR Cime dokazujemo vezu izmedu kolesterola i nakupljanja peptida
AB.
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Vodeni hipotezom da nakupljanje kolesterola uzrokuje promjene u
transportu proteina APP koje mogu dovesti do povecane proizvodnje
peptida AP pratili smo smjestaj | transport proteina APP u stanici.
Pokazali smo da u NPC1/ stanicama dolazi do nakupljanja proteina
APP u ranim endosomima (EEAl — biljeg ranih endosoma). Bitnije,
nasi rezultati takoder pokazuju da spusStanje kolesterola u tim
stanicama uzrokuje smanjujeno nakupljanje proteina APP u
endosomima.
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Analizom smjestaja proteina APP 1 enzima f3-
sekretaze (BACE1l), koja je kljuCna za nastanak
peptida AB, pokazali smo da u stanicama NPC1-
uistinu dolazi do povecane kolokalizacije enzima |
supstrata, Cime je moguce objasniti povisene razine
peptida AR u NPC modelima.
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Nasa istrazivanja su pokazala da u stanicama
NPC1” dolazi do poveéane lokalizacije proteina
APP | CTFa u lipidnim splavima. Lipidne splavi su
membranske mikrodomene bogate kolesterolom |
sfingolipidima koji prolazno interagiraju s razliCitim
transmembranskim proteinima izmedu ostalin | s
proteinom APP te 3-sekretazom.
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Kako bismo detektirali promijene u lipidnom
sastavu humanog likvora kod osoba oboljelin od
razvili smo nanoHPLC-MS

Alzheimerove bolesti
metodu koja brzo | pouzdano detektira najvaznije
skupine fosfolipida u mozgu Na slici je prikazan
kromatogram | reprezentativni spektri sfingomijelina
koji su u pilot studiji koju smo proveli pokazali
znacajno povecanje u likvoru osoba oboljelih od
AB.




