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SaZetak. U ovom su radu opisani moguc¢i mehanizmi ukljuceni u nastanak najceséih neurode-
generativnih bolesti (Alzheimerove, Huntingtonove i Parkinsonove) s posebnim naglaskom na
istrazivanjima etiopatogeneze i suvremenih terapijskih mogucnosti provedenih na kvascu kao
modelnom organizmu. Kombinacija jednostavnosti eksperimentalnog pristupa, visokog stup-
nja oc¢uvanosti metabolickih puteva s visim eukariotima te relativne jednostavnosti genoma,
proteoma i lipidoma ¢ine kvasac idealnim modelnim organizmom za izu¢avanje homeostaze i
funkcije proteina i lipida, izmedu ostalog i u neurodegenerativnim bolestima. Kvasac pred-
stavlja puno jednostavniji no ipak bioloski kompletan sustav na kojem se mogu provoditi te-
meljna istraZivanja razliCitih utjecaja — kako genetskih tako i okolisnih — na brzi, jeftiniji i eticki
prihvatljiviji nacin u usporedbi sa Zivotinjskim modelima. S obzirom na to da novija istraZiva-
nja upucuju na poremecaj dinamike mitohondrija u navedenim bolestima, u radu je detaljnije
obradena uloga mitohondrija u mogucoj etiopatogenezi razli¢itih neurodegenerativnih pro-
cesa. Kako je jedna od zajednickih znacajki neurodegenerativnih bolesti poremecena homeo-
staza membranskih proteina i lipida, ukljucujuéi one mitohondrijske, a zbog sve vise dokaza o
vaznosti lipida ne samo za gradu, vec i za funkcioniranje membranskih sustava, u radu su de-
taljnije prikazani mehanizmi djelovanja membranskih lipida. Naposljetku, s obzirom na sloze-
nost i heterogenost metabolizma lipida, opisane su razlike u glavnim metabolickim putovima
lipida izmedu sisavaca i kvasaca.

Kljuéne rijeci: kvasac; membranski lipidi; membranski proteini; mitohondriji; neurodegenera-
tivne bolesti

Abstract. This paper describes the possible mechanisms involved in the development of the
most common neurodegenerative diseases (Alzheimer’s, Huntington’s and Parkinson’s), with
special emphasis on the research of their etiopathogenesis and modern therapeutic
methods, conducted on yeast as a model organism.The simplicity of experimental approach,
high degree of conservation of metabolic pathways from higher eukaryotes and the relative
simplicity of genome, proteome and lipids, make yeast an ideal model organism for the study
of homeostasis and function of proteins and lipids, including in neurodegenerative diseases.
Yeast is a much simpler yet complete biological system in which basic research of various
influences — both genetic and environmental — can be carried out in faster, cheaper and
ethically more acceptable manner compared with animal models. Given that recent studies
discovered disordered mitochondrial dynamics in these diseases, the paper also elaborates
the role of mitochondria in the possible etiopathogenesis of different neurodegenerative
processes. Another common feature of neurodegenerative diseases is disturbed homeostasis
of membrane proteins and lipids. Because of the increasing evidence of lipid importance for
normal functioning of the membranous systems, the paper presents the mechanisms of
action of membrane lipids. Finally, since lipid metabolism is very complex, we describe
differences in the main metabolic lipid pathways between mammals and yeasts.

Key words: membrane lipids; membrane proteins; mitochondria; neurodegenerative diseases;
yeasts
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POPIS POKRATA

AD — Alzheimer’s disease; ALS — amyotrophic lateral sclerosis; ALA — alpha-linolenic acid (18:3n-3) (alfa

linolenska kiselina); AMP — adenosine monophosphate; APP — amyloid precursor protein;
ARA — arachidonic acid (20:4n-6) (arahidonska kiselina); ATP — adenosine triphosphate; AR — beta-amyloid
protein; PC(0-16:0/2:0) — 1-O-hexadecyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine; CL — cardiolipin;
CoA — Coenzyme A; CTP — choline-phosphate citidyltransferase; DHA — docosahexaenoic acid (22:6n-3) —
dokozaheksaenska kiselina; Dnmtl — DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1; EGCG epigallocatechin
gallate, EPA — eicosapentaenoic acid (20:5n-3) — eikozapentaenska kiselina; ER — endoplasmic reticulum;
GPI — glycosylphosphatidylinositol; LA — linoleic acid (18:2n-6) — linolna kiselina; HD — Huntington’s
disease; HMG-CoA — 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A; HTT — Hungtingtin gene; htt — hungtingtin
protein; MUFA — monounsaturated fatty acids — mononezasi¢ene masne kiseline; ND — neurodegenerative
diseases; NPC1 — Niemann-Pick Disease, Type C1; NPC2 — Niemann-Pick Disease, Type C2; OA — oleic acid
(18:1n-9) — oleinska kiselina; PA phosphatidic acid — fosfatidna kiselina; PC — phosphatidylcholine;

PD - Parkinson’s disease; PE — phosphatidylethanolamine; PG - phosphatidylglycerol;
Pl — phosphatidylinositol; PSEN1 — Presenilin-1; PSEN2 — Presenilin-2; PUFA — polyunsaturated fatty acids
— visSestrukonezasicene masne kiseline; SFA — saturated fatty acids — zasicene masne kiseline;
SNCA — synuclein, alpha; SREBP — sterol regulatory element-binding proteins;, UPR — unfolded protein

response — stani¢ni odgovor na pogresno smotane proteine.

ORGANIZACIA STANICE KVASCA

Kvasci pripadaju carstvu gljiva. Ve¢ desetlje¢ima
izuzetno zanimaju citologe, ponajviSe zbog toga
sto su to jednostanicni eukariotski organizmi vrlo
jednostavni za uzgoj, a odraZzavaju sloZzenu stanic-
nu gradu visih eukariota®. Stanica kvasca naziva se
blastokonidija, a njeni su osnovni dijelovi, vidljivi
pod elektronskim mikroskopom, viSeslojna stanic-
na stijenka, periplazmatski prostor, citoplazmatska
membrana, mitohondriji, jezgra, ribosomi, gliko-
genska zrnca, lipidne Cestice, endoplazmatski reti-
kulum, Golgijev aparat, peroksisomi i vakuole. Sta-
nicna stijenka, gradena najve¢im dijelom od
polisaharida znacajna je za preZivljavanje, rast i
razmnoZavanje blastokonidije. Za razliku od ostalih
eukariota, stanicna stijenka kvasca puno je ¢vrséa
zbog disulfidnih veza kojima se medusobno pove-
zuju molekule glikoproteina na njenoj povrsini. U
nekih vrsta kvasaca blastokonidije mogu biti okru-
Zene jos i kapsulom koja je takoder polisaharidnog
sastava. Citoplazmatska membrana kvasca grade-
na je, kao i membrane ostalih eukariota, od fosfoli-
pidnog dvosloja u koji su umetnute molekule dru-
gih lipida kao Sto su steroli i sfingolipidi, te proteini.
Glavni sterol u kvascima je ergosterol, koji kao i ko-
lesterol u Zivotinjskim stanicama ima vaznu ulogu
u regulaciji ¢vrstoée, propusnosti i fluidnosti mem-
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brana. Kao i u stanicama visih eukariota, vecina
membrana stanica kvasca sadrzi manji udio lipida
u odnosu na proteine, Sto je u mitohondrijima jos
izrazenije. Unatoc tome, lipidi imaju vaznu ulogu u
funkcioniranju svih membrana, pa tako i membra-
na mitohondrija.

MITOHONDRIJI: FUNKCIJA, DINAMIKA,
ZNACAJKE MEMBRANSKIH LIPIDA

Razli¢ita istraZivanja upucuju na poremecenu
funkciju mitohondrija kao direktan uzrok ND-a%*.
Mitohondriji su stani¢ne organele s dvostrukim
membranskim sustavom u kojem unutarnja
membrana oblikuje nabore (kriste) koji se prote-
Zu u matriks mitohondrija. Mitohondriji proizvo-
de najvise energijom bogatih spojeva i to u obliku
ATP-a, koji je konacni produkt niza reakcija uklju-
¢enih u oksidaciju supstrata u citosolu (glikoliza) i
mitohondrijima (oksidativna fosforilacija/respira-
torni lanac). Takoder su ukljuceni u biosintezu
masnih kiselina i steroida, B-oksidaciju masnih ki-
selina, odrzavanje homeostaze kalcija u citosolu
te proizvodnju i pregradnju reaktivnih kisikovih
spojeva, a imaju vaznu ulogu i u apopotozi*®. To
su dinamicne organele, koje se neprekidno spaja-
ju i dijele (fuzija — fizija), cijepaju, bubre i recikli-
raju. NeuravnoteZena fuzija dovodi do izduZivanja

http://hrcak.srce.hr/medicina
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mitohondrija, dok neuravnotezena fizija vodi do
prevelike mitohondrijske fragmentacije i nastaja-
nja malenih mitohondrija.

U novije vrijeme potvrdeno je da se u PD-u, HD-u,
ALS-u i AD-u radi o poremecenoj mitohondrijskoj
dinamici (obliku, veli¢ini, fiziji-fuziji, raspodjeli, gi-
banju itd.)®. Izmedu ostalog, pretpostavlja se da
je u sporadicnom AD-u disfunkcija mitohondrija
glavni uzrok nakupljanja AB-proteina, sinapticke
degeneracije i stvaranja neurofibrilarnih ¢vorova.
Slabija aktivnhost kompleksa | (jednog od trans-
membranskih proteinskih kompleksa respiracij-
skog lanca) najprije je utvrdena u sredisnjem di-
jelu mozga (lat. substantia nigra) pacijenata s
PD-om. U pacijenata s HD-om opazena je bio-
energijska slabost i disfunkcija mitohondrija, Sto
se manifestira kao izrazen gubitak teZine usprkos
normalnom unosu kalorija. Abnormalni mitohon-
driji (nabubreni, deformirane kriste, poremecaj u
aktivnosti respiratornog lanca i smanjen broj ko-
pija mtDNA) prvi su znaci ALS-a u transgeni¢cnom
misjem modelu®.

lako se kao moguci uzrok nastanka ND-a navodi
poremecena homeostaza stanicnih, vrlo cesto
mitohondrijskih proteina, nije tesko zakljuciti da

bi pritom veliku vaznost mogli imati i membran-
ski lipidi. Proteini povezani s proizvodnjom ener-
gije u mitohondriju obilno su zastupljeni u unu-
tarnjoj mitohondrijskoj membrani, a lipidno
okruZje u koje su proteini uronjeni usko je pove-
zano s njihovom funkcijom. Mehanizmi koji
upravljaju promjenama u lipidnom sastavu mem-
brana mogli bi biti znacajni zbog pretpostavljene
uloge membranskih lipida u nastanku i razvoju
brojnih bolesti. Slika 1 prikazuje na koji nacin sta-
nice odrzavaju lipidnu homeostazu te kako ¢im-
benici poput lipidnog sastava membrana i razlici-
tih okolisnih uvjeta utjeCu na metabolizam i
sastav membranskih lipida®®.

Nedavno je dokazana i funkcijska povezanost
razli¢itih vrsta lipida’®. Osim Sto su gradevni ele-
menti, biofizicka svojstva razlicitih lipida, prisut-
nih ¢ak i u malim koncentracijama, mogu znacaj-
no utjecati na svojstva membrana i na aktivnost
pridruzenih enzima. Dokazano je da se membran-
ski proteini smjesStaju u one membranske dome-
ne koje posjeduju specificni sastav fosfolipida i
sfingolipida, i to ovisno o potrebi stanice za njiho-
vom aktivnoséu’. Sfingolipidi su, iako znacajno
manje zastupljeni u odnosu prema fosfolipidima,

Sastav Hranjive Okolisni
membrane tvari uvjeti
A A
D> Senzori/efektori

}

b

Metabolizam lipida

A

}

Sastav lipida

Slika 1. Regulacija homeostaze lipida: stanica ,,0sjeca” promjene u fluidnosti i zakrivljenosti membrane i prevodi ih u
put kojim inducira odgovarajuc¢u promjenu u sastavu lipida. Na sastav lipida utjecu okolisni uvjeti (hranjive tvari te
abioticki stresovi, kao temperatura i osmolarnost). Prilagodba se odvija genetickim i biokemijskim mehanizmima, a
promjene u sastavu lipida takoder mijenjaju sposobnost stanica da odgovore na vanjske uvjete’.
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krucijalne komponente membrana. Slozeni sfin-
golipidi vazni su za pravilno sidrenje proteina ve-
zanih pomocu GPI sidara (organizacija lipidnih
splavi), a njihovi metaboliti su vazne signalne mo-
lekule. Fosfolipidi se s obzirom na svoju gradu i
oblik mogu podijeliti u dvije skupine, na one , koji
tvore dvosloj” i one , koji ne tvore dvosloj” (engl.
bilayer forming i non-bilayer forming lipids). U pr-
voj skupini su fosfolipidi koji zbog velike polarne
glave imaju cilindrican oblik, dok su u drugoj oni
koji zbog male polarne glave imaju konusni oblik,
zbog Cega se nakupljaju u zakrivljenim dijelovima
membrana. Zbog razli¢itog oblika fosfolipidi ima-
ju i razli¢it utjecaj na konformaciju proteina s koji-
ma su u dodiru, a time i na njihovu aktivnost®.
Neki lipidi, kao Sto je to PI, ukljuceni su u trans-
port vezikula, a neki sluze kao glasnicke molekule
(diacilglicerol, PA'i dr.)***2, U lipidnom sastavu mi-
tohondrija fosfolipidi su najzastupljeniji i to s
udjelom i do 90 %. PC i PE su glavni fosfolipidi u
obje mitohondrijske membrane, s time da je za
unutarnju membranu karakteristi¢an visok sadr-
Zaj CL-a, PE-a i PA-a na racun Pl-ja i PC-a'. U mi-
tohondrijima nalazimo i ostale lipide, kao Sto su
kolesterol, odnosno ergosterol u kvascima, i sfin-
gomijelin. Mitohondriji sisavaca bogati su nezasi-
¢enim masnim kiselinama kao Sto su: OA, LA,
ALA, ARA i DHA, zbog Cega su posebno osjetljivi
na lipidnu peroksidaciju, buduci da se zna da ona
eksponencijalno raste s brojem dvostrukih veza?3.
Sastav masnih kiselina u fosfolipidima mitohon-
drija nije slu¢ajan i razlikuje se ovisno o njihovu
poloZaju u membrani. U pravilu, fosfolipid s naj-
veé¢im udjelom zasi¢enih masnih kiselina je PlI,
dok najveci udio nezasi¢enih ima PC. U mitohon-
drijima se sintetiziraju CL i njegov prekursor PG te
djelomi¢no PE, dok se vecina fosfolipida sintetizi-
ra u ER-u i zatim u stanici razvrstava vezikularnim
transportom?14,

Sastav lipida mitohondrija kvasca moze varirati
ovisno o uvjetima uzgoja. Ako rastu na nefermen-
tabilnoj podlozi, kao $to je laktoza, udio fosfolipi-
da, osobito CL-a, znacajno raste, zahvaljujuéi po-
jacanoj proliferaciji mitohondrija®’. Lipidni sastav
mitohondrija kvasca ovisi znacajno i o fazi rasta.
Primjerice, za vrijeme rasta na nefermentabilom
mediju, razina PE-a je poviSena u logaritamskoj
fazi rasta, dok je razina Pl-ja poviSena u stacionar-
noj fazi, neovisno o mediju za rast*®.

CL je fosfolipid karakteristican za mitohondrije, a
njime je narocito obogacena unutarnja membra-
na mitohondrija. Trivijalno ime dobio je jer je prvi
put pronaden u mitohondriju govedeg srca. Gra-
den je od dva PA-a povezana preko glicerola. | u
slucajevima kada je glicerol u ova dva PA-a esteri-
ficiran s istim masnim kiselinama, ipak kod CL-a
razlikujemo dvije fosfatidilne vrste Cije se fosfat-
ne skupine jako razlikuju po kiselosti. Pretpostav-
lja se da je slaba kiselost drugog fosfata posljedi-
ca stvaranja intramolekulske vodikove veze s

Kvasac vrste S. cerevisiae sve se viSe koristi kao modelni
organizam u proucavaniju fiziologije eukariotskih stanica i
molekularnih procesa vezanih uz bolesti u humanoj po-
pulaciji. Jedna od znacajki, koja ga ¢ini dobrim modelnim
organizmom, je to Sto je jednostanicni organizam koji se
moze brzo i lako uzgojiti u jeftinim medijima, Sto omogu-
cuje provedbu istraZivanja u kontroliranim uvjetima.
Buduci da je ujedno i eukariotski organizam, posjeduje
velik broj gena homolognih genima viSih eukariota, a
skoro 50 % identificiranih humanih proteina ima homolo-
ge u proteomu kvasca. Pored ostalog, kvasci su izvrstan
modelni organizam u istraZivanju grade, funkcije i bioge-
neze mitohondrija te dinamike mitohondrija u neurode-
generativnim procesima.

2’-hidroksi skupinom sredisnjeg glicerola, sto je
vazno za njegovu funkciju. U fizioloskim uvjetima
(pH = 7,4) CL ima samo jedan negativan naboj,
koji potjece od kiselije fosfatne skupine. U sisava-
ca, glicerol u CL-u je uglavnom esterificiran s LA-
om, osim u mozgu, gdje je esterificiran s ARA-om
i DHA-om. Kod kvasaca se, buduéi da imaju samo
A°-desaturazu, u CL-u nalaze MUFA-e, poput pal-
mitoleinske kiseline (16:1n-7) i OA. Na sastav se
moze znacajno utjecati promjenom uvjeta uzgo-
ja, kao primjerice dodatkom PUFA-a121617 CL je
jedan od rijetkih fosfolipida Cija se biosinteza do-
gada u mitohondrijima. Taj “dvostruki fosfolipid”
¢ini unutarnju mitohondrijsku membranu vrlo
nepropusnom za ione, ¢ime omogucuje stvaranje
elektrokemijskog protonskog gradijenta®. CL
utjecCe i na funkcionalnost enzima, osobito onih
ukljucenih u oksidativnu fosforilaciju. Posebno je
vazan za kvartarnu strukturu kompleksa V (mito-
hondrijske ATP sintaze), ¢ije podjedinice, kako u
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visim eukariotima tako i u kvascu, sadrze ¢vrsto
vezan CL. Uklanjanje CL-a iz membrane vodi cije-
panju kompleksa i gubitku funkcionalnosti. Inte-
rakcije s brojnim proteinima mitohondrija doga-
daju se zahvaljujuéi elektrostatskim silama
(pozitivno nabijene aminoskupine), vodikovim
vezama i van der Waalsovim silama (zahvaljujuci
masnim kiselinama). Kod mutanata kvasca S. ce-
revisiae kojima nedostaje enzim kardiolipin-sinta-
za, te zbog toga ne mogu sintetizirati CL, opazena
je i smanjena aktivnost citokrom c oksidaze, te
nestabilnost citokroma c®. Druga vaZna funkcija
CL-a je ucvrséivanje mitohondrijske kreatin kina-
ze i nukleozid difosfat kinaze — enzima odgovor-
nih za fosforilaciju supstrata uz pomo¢ ATP-a — na
unutrasnju membranu mitohondrija. Zahvaljujudi
svojoj biciklickoj strukturi i negativnom naboju
ima vaznu ulogu u vezivanju protona oslobode-
nih redukcijom ubikinona. Zbog interakcije s razli-
¢itim proteinima koji poti¢u smrt stanice, ukljucu-
juci citotokrom ¢, ima ulogu i u apoptozi.
Oksidacijom CL-a, citokrom c otpusta se u medu-
membranski prostor, aktivira kaspazu, enzim koji
cijepa DNA, te je klju¢an za proces apoptoze?®?,
CL usmjerava mitohondrijske proteine koji se sin-
tetiziraju u endoplazmatskom retikulumu u mito-
hondrij, visokospecificno se veze za kromatin su-
djeluju¢i tako u regulaciji ekspresije gena, a
pretpostavlja se da ima vaznu ulogu u prijenosu
kolesterola iz vanjske u unutarnju membranu.

RAZLIKE U METABOLIZMU LIPIDA IZMEDU

KVASACA | SISAVACA

Metabolizam lipida prilicno je slozen, ukljucuje
velik broj metabolickih reakcija koje obuhvacdaju
razli¢ite odjeljke u eukariotskoj stanici, Sto rezulti-
ra stvaranjem vrlo heterogene skupine kemijskih
spojeva. lako su osnovni metabolicki putovi sacu-
vani od kvasca do sisavaca, odredene razlike po-
stoje. Biosinteza lipida zapocinje u citosolu od
acetil-CoA, koji u sisavaca nastaje uglavhom od
citrata, u reakciji kataliziranoj acetil-CoA-liazom
koju S. cerevisiae nema, ali ima drugi, vrlo ucinko-
vit metabolicki put koji vodi do njegova stvaranja.
Taj put ukljucuje dekarboksilaciju piruvata u ace-
taldehid, koji se zatim pretvara u acetat i acetil-
CoA. Aktivirane masne kiseline, acil-CoA, mogu u
sisavaca biti prenesene kroz membranu mitohon-

http://hrcak.srce.hr/medicina

drija kao acil-karnitin, ali S. cerevisiae, iako ima
sve komponente za transportni sustav karnitina,
ne moZe ga sintetizirati?2. Kod sisavaca, u kontroli
biosinteze sterola i UFA-a, koja je regulirana na
nivou transkripcije, sudjeluju proteini iz porodice
SREBP-a. Kvasac ne posjeduje homolog SREBP-3,
ali je nedavno otkriveno da posjeduje dva protei-
na koja imaju sli¢nu ulogu?.

Glavni produkti biosinteze masnih kiselina su pal-
mitinska (16:0) i stearinska kiselina (18:0) koje se
mogu prevesti u odgovarajuée mononezasi¢ene
masne kiseline djelovanjem A°-desaturaze,
koja uvodi dvostruku vezu na C-9 atomu.
A°-desaturaza, koja je ujedno jedina desaturaza u
kvascu, aktivira se molekulskim kisikom, pa u
anaerobnim uvjetima kvasci ne mogu sintetizirati
ni MUFA-e c¢ime njihov unos postaje esencija-
lan®*5, Ovi koraci su isti i u sisavaca, ali oni mogu
masne kiseline unesene hranom, na primjer ALA i
LA, prevoditi u druge PUFA-e s viSe dvostrukih
veza, Cak do ARA-e i DHA-a?%. | u kvasaca i sisava-
ca regulacija biosinteze masnih kiselina i sterola
je uskladena, Sto se moze objasniti potrebom
obje vrste lipida, kako za pravilno funkcioniranje
membrana, tako i za njihovu pohranu u obliku
sterolnih estera. Pored toga, sisavci imaju dodat-
ni regulacijski mehanizam preko inzulina koji u
prisutnosti visoke koncentracije glukoze potice
biosintezu masnih kiselina. Ugradnja masnih kise-
lina u fosfolipide i triacilglicerole te metabolizira-
nje masnih kiselina preko 3-oksidacije o¢uvani su
izmedu kvasaca i sisavaca s time da se ona u sisa-
vaca odvija u mitohondrijima, a u kvasaca u pe-
roksisomima. Hidroliza triacilglicerola u covjeka
je katalizirana lipazama, slicno kao i u kvasca, s
tom razlikom Sto je aktivnost lipaza regulirana
hormonima®,.

U biosintezi fosfolipida klju¢ni meduprodukt je
PA, a najzastupljeniji fosfolipid, PC, moZe se dobi-
ti trostrukom metilacijom PE-a. Ovaj metabolicki
put je dominantan u kvasca, dok u sisavaca nije,
jer unose kolin hranom, a PC i PE mogu nastati i
tako da se kolin i etanolamin najprije fosforiliraju,
a zatim aktivirani uz pomo¢ CTP-a reagiraju s dia-
cilglicerolom. Sinteza fosfolipida u kvasca reguli-
rana je inozitolom i kolinom koji imaju represivno
djelovanje na gene koji kodiraju enzime za njiho-
vu biosintezu®. Osim pomocu inozitola, CL i Pl su

medicina fluminensis 2016, Vol. 52, No. 1, p. 14-27




J. Skara, S. Nadalin, A. Bureti¢-Tomljanovi¢ et al.: Izu¢avanje neurodegenerativnih bolesti na kvascu kao modelnom organizmu

u kvascu regulirani fazom rasta tako da je njihova
koncentracija u stacionarnoj fazi rasta nekoliko
puta visa u odnosu na eksponencijalnu fazu??.

KVASAC KAO MODELNI ORGANIZAM U

NEURODEGENERATIVNIM BOLESTIMA

Kvasac vrste S. cerevisiae sve se vise koristi kao
modelni organizam u proucavanju fiziologije eu-
kariotskih stanica i molekularnih procesa vezanih
uz bolesti u humanoj populaciji>**%. Jedna od
znacajki, koja ga cini dobrim modelnim organiz-
mom, je to Sto je jednostani¢ni organizam koji se
moze brzo i lako uzgojiti u jeftinim medijima, a
sto omogucduje provedbu istrazivanja u kontroli-
ranim uvjetima. Bududi da je ujedno i eukariotski
organizam, posjeduje velik broj gena homolognih
genima visih eukariota, a skoro 50 % identificira-
nih humanih proteina ima homologe u proteomu
kvasca. Pored ostalog, kvasci su izvrstan modelni
organizam u istrazivanju grade, funkcije i bioge-
neze mitohondrija?’ te dinamike mitohondrija u
neurodegenerativnim procesima®. Za razliku od
vecine drugih mikroorganizama, kod kvasca po-
stoje stabilne haploidne i diploidne jedinke s mo-
guénoscéu spolnog i nespolnog razmnoZavanja
(pupanja), Sto omogucuje jednostavnu manipula-
ciju genima i genski probir. Vecina kvasaca, za ra-
zliku od mnogih drugih mikroorganizama, nije pa-
togena pa se njima moze rukovati s minimalnim
rizikom?2?%, Kvasci mogu izraZavati heterologne
gene iz episomnog plazmida ili iz kromosoma i
moguce je lako izbrisati, umetnuti (pomocu plaz-
mida) ili mutirati bilo koji slijed u genomu. Osim
toga, postoji infrastruktura istrazivanja, kao i velik
broj tehnologija za sveobuhvatnu analizu. Upravo
stoga, sekvenciranje kvasc¢evog genoma, a koje je
u potpunosti provedeno jos 1996. godine, pred-
stavlja jedan od iznimno vaznih koraka u razumi-
jevanju molekularne biologije eukariotske stani-
ce®. Genom najistraZzenijeg kvasca, S. cerevisiae,
veli¢ine je oko 1,2 x 107 parova baza i sadrzava
oko 6000 gena rasporedenih na 16 linearnih kro-
mosoma?>*°, lako mnogi geni koji su ukljuceni u
nastanak ND-a ne posjeduju kvas¢eve homologe,
pa njihovu funkciju nije mogucée direktno prouca-
vati na kvas¢evu modelu, zahvaljujuci tehnologiji
rekombinantnog DNA, moguce je postiéi njihovu
heterolognu ekspresiju u kvascu®. Nadalje, u klo-

medicina fluminensis 2016, Vol. 52, No. 1, p. 14-27

nirani je gen moguce unijeti bilo kakvu promjenu
(kao Sto je, primjerice, njegova inaktivacija muta-
cijom) te ispitati ucinak mutacije na funkciju
gena. Potrebno je istaknuti da je unoSenje muta-
cija u gene kvasaca razmjerno jednostavno, bu-
duci da kvasci posjeduju vrlo ucinkovit mehani-
zam homologne rekombinacije®!.

Osnovni molekularni mehanizmi poput replikaci-
je DNA, regulacije stani¢nog ciklusa, transporta
tvari unutar stanice, smatanja proteina i sl. evolu-
cijski su o¢uvani od kvasaca do visih eukariota3®3?,
lako molekularni mehanizmi etiopatogeneze
ND-a jo$ uvijek nisu u potpunosti objasnjeni,
brojni dokazi upucuju da su u humanim ND-ima
poremeceni temeljni stanicni procesi poput sma-
tanja proteina, prometa vezikula i endocitoze3?%,
Abnormalno smatanje proteina u njihov pravilan
trodimenzionalni oblik, narusen sustav kontrole
njihove kvalitete te neravnoteza izmedu stvara-
nja i degradacije proteina mogu rezultirati formi-
ranjem proteinskih agregata koji su nefunkcional-
ni, ali i citotoksi¢ni za stanicu?>3. Bududi da se iz
prethodno navedenog moglo zakljuciti da je lipid-
ni sastav membrana klju¢an za funkcionalnost s
membranama udruZenih proteina i membransku
dinamiku u stanici, jasno je da unato¢ manjim ra-
zlikama u sastavu i metabolizmu lipida stanica
kvasca moze posluZiti kao odli¢an model za prou-
Cavanje interakcije gena i okolisnih ¢imbenika u
temeljnim stani¢nim procesima i njihovim pore-
mecajima vezanima za ND covjeka. U sljedeéim
odlomcima predstavit ¢éemo rezultate tih istrazi-
vanja na kvascu kao modelnom organizmu.

Kvasac kao model u Alzheimerovoj bolesti

AD je najceséi ND na koji otpada priblizno 70 %
svih demencija®. lako postoje manje razlike u ge-
ografskoj zastupljenosti, od AD-a obolijeva oko
4 % svjetske populacije starije od 65 godina, a
njena se ucestalost gotovo udvostrucuje svakih 5
godina nakon 65. godine®. Najvedi broj slucajeva
AD-a javlja se sporadi¢no, dok svega 2 — 5 % slu-
Cajeva ima geneticku komponentu te se prven-
stveno nasljeduje autosomno dominantno3'3°,
Gubitak neurona, koji je najvise izrazen u podruc-
ju hipokampusa, dovodi do razvoja karakteristic-
nih simptoma bolesti, kao Sto su kognitivno pro-
padanje i smetnje ponasSanja?®. U nastanku
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AD-a poseban se znacaj pripisuje proteinu AP,
¢ija funkcija nije poznata, a koji nastaje proteoli-
tickim cijepanjem APP-a djelovanjem enzima
beta- i gama-sekretaza®***. Prema amiloidnoj
hipotezi bolesti, neravnoteza izmedu stvaranja
AB iz APP-a te njegovog uklanjanja dovodi do na-
stanka amiloidnih plakova koji se sastoje od neto-
pivih agregata AB. Formirani amiloidni plakovi se
taloze izmedu neurona, ¢ime onemogucuju nji-
hovu komunikaciju te posljedicno dovode do nji-
hovog propadanja, a takoder mogu oblagati i sti-

Nedavno je dokazana funkcijska povezanost razliCitih vr-
sta lipida. Osim Sto su gradevni elementi, biofizicka svoj-
stva razli¢itih lipida, prisutnih ¢ak i u malim koncentraci-
jama, mogu znacajno utjecati na svojstva membrana i na
aktivnost pridruzenih enzima. Dokazano je da se mem-
branski proteini smjeStaju u one membranske domene
koje posjeduju specifi¢an sastav fosfolipida i sfingolipida,
i to ovisno o potrebi stanice za njihovom aktivnoséu.

jenke krvnih Zila u mozdanom tkivu, Sto rezultira
amiloidnom angiopatijom3. Najcesée izoforme
AB u amiloidnim plakovima su AB40 i AB42 koje
se sastoje od 40, odnosno 42 aminokiseline, pri
¢emu AB42 zbog svoje hidrofobne strukture poka-
zuje vecu sklonost agregaciji***¢. Mutacije u genu
APP, ali i u nekim drugim genima, poput gena
PSEN1 i PSENZ2 ciji proteinski produkti tvore katali-
ticku podjedinicu kompleksa gama-sekretaze, opi-
sane su u rijetkim nasljednim oblicima AD-a3*’.

Prvo istraZivanje etiopatogeneze AD-a na kvasce-
vu modelu provedeno je josS 1996. godine. Kori-
Stenjem metode kvasceva sustava dvostrukog hi-
brida uocena je interakcija izmedu monomera AR
u procesu dimerizacije koja predstavlja prvi korak
u formiranju amiloidnih plakova®. Kasnije je, ta-
koder, opazeno da stanice kvasaca u kojima je
izrazen protein AB42 pokazuju slabiji rast te da
AB42 potice odgovor toplinskog Soka u stanicama
kvasaca®. Intermedijarne oligomerne forme AR
imaju izraZzeniji toksi¢ni uc¢inak od netopivih ami-
loidnih agregata buduéi da ometaju endocitozu
ovisnu o klatrinu, a interakcijom s transmem-
branskim receptorima sprecavaju njihovo pravil-
no sidrenje u membrani®*. D’Angelo i sur.*® su na
modelu kvasca pokazali da je sekrecijski put pro-

teina neophodan za toksi¢nost proteina AB. Ziv-
Cane su stanice posebice osjetljive na narusenu
homeostazu endocitoze s obzirom na to da se ne-
urotransmiteri, kao i njihovi receptori, nepresta-
no recikliraju®2. Bududi da je jedna od vaznih ulo-
ga proteina AP u fizioloskim uvjetima i
antioksidacijsko djelovanje, pojacana ekspresija
proteina AB upuduje na stanje oksidacijskog stre-
sa u stanicama kvasca. Rad D’Angela i sur.*® poka-
zao je da se AP unutarstani¢nim transportom ci-
liano prenosi do mitohondrija, Sto podupire
hipotezu o ulozi toga proteina u borbi stanice s
oksidacijskim stresom. Proteinu AP u pikomolar-
noj koncentraciji pripisuju se antimikrobno i neu-
rotrofno djelovanje, uloga aktivacije kinaza, regu-
lacije transporta kolesterola i druge. Nadalje,
lipidomskim pristupom na modelu kvasca poka-
zano je da prekomjerna ekspresija proteina AB42
remeti metabolizam specificnih lipida. Konkret-
no, u kvascevu modelu AD-a, AB42 signalizira na-
kupljanje neurotoksi¢nog PC(0-16:0/2:0) pozna-
tog i kao C16:0 (engl. Platelet Activating Factor)
Sto se moZe povezati s disfunkcijom neurona i ko-
gnitivnim propadanjem u AD-u*'. Toksicni lipid re-
meti sintezu ceramida i drugih sfingolipida koji su
gradivni elementi lipidnih splavi, dijelova mem-
brane ukljucenih u regulaciju signalnih procesa u
stanici‘2. Vazna je €injenica da je protein AR me-
taloprotein koji neutralizira Stetne radikale kisika
otpustajuci ione metala i stvarajuci pritom vodi-
kov peroksid. To je ujedno jedan od mogudih
neizravnih mehanizama toksi¢nog djelovanja pro-
teina AB u slucajevima kada stanica, zbog oksida-
cijskog stresa i prekomjerne sinteze, ne moze
ukloniti suvisan vodikov peroksid uobic¢ajenim
mehanizmima3®. IstraZivanja na kvas¢evu modelu
omogucdila su i bolji uvid u mogucnosti prevencije
AD-a. Poseban se znacaj pripisuje uporabi folne
kiseline, buduci da je dokazan inhibicijski ucinak
folata na formiranje amiloidnih agregata u stani-
cama kvasaca®.

Kvasac kao model u Parkinsonovoj bolesti

PD je drugi naj¢es¢i ND od koje obolijeva oko 2 %
populacije starije od 65 godina te ¢ak 5 % popula-
cije starije od 85 godina. Najvedi broj slucajeva
PD-a javlja se sporadi¢no, dok svega 10 % slucaje-
va ima geneticku komponentu®*®. Propadanje
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dopaminergickih neurona u srediSnjem dijelu
mozga (lat. substantia nigra) ima za posljedicu
nastanak karakteristicnih simptoma PD-a, a koji
ukljuCuju tremor i rigidnost misica, bradikineziju
te posturalnu nestabilnost®*#4. U etiologiji PD-a
poseban se znacaj pripisuje proteinu a-sinukleinu
koji je izrazen u mozgu, napose u presinaptickim
zavrsecima aksona. Buduci da posjeduje domenu
vezanja lipida uglavnom je vezan za membrane®.
Kada nije povezan s membranskim lipidima, osta-
je slobodan u citosolu, ali tada mijenja konforma-
ciju. Nepravilno smatanje monomernih formi
a-sinukleina u patogenezi PD-a najprije dovodi
do nastanka intermedijarnih oligomernih agrega-
ta, a oni zatim, daljnjim udruZivanjem, formiraju
netopive amiloidne fibrile koji se taloZze unutar
zivéanih stanica®®. U kasnijoj se fazi PD-a obi¢no
formiraju i Levijeva tjeleSca koja predstavljaju ci-
toplazmatske nakupine netopivog a-sinukleina
udruZzenog s nekim drugim proteinima, poput
molekularnih Saperona, ubikvitina i alfa-B kristali-
na?®. lako se ranije smatralo da su netopivi amilo-
idni fibrili prvenstveno odgovorni za citotoksican
ucinak a-sinukleina, novija istrazivanja provede-
na na kvasc¢evu modelu ukazuju na vecu toksic-
nost njegovih oligomernih formi, bududi da one
ometaju unutarstanicni transport vezikula, pose-
bice njihovu fuziju s ciljnim membranama®”.
Uloga a-sinukleina je u odrzavanju homeostaze u
sredi$njem Ziv€anom sustavu, gdje regulira dina-
miku vezikula u sinapsi (egzocitozu i endocitozu) i
sinapticku plasticnost®#¢. U tu svrhu a-sinuklein
regulira i funkciju aktina u stani¢noj kori*’. Zbog
toga agregaciju a-sinukleina prate poremecaji
prometa vezikula, ali i homeostaze iona metala,
sto upucuje na disfunkciju mitohondrija i stanje
oksidacijskog stresa u stanici. Novija istrazivanja
upucuju na visoku koncentraciju a-sinukleina i u
unutarnjoj membrani mitohondrija, napose u di-
jelovima mozga kao Sto su hipokampus, striatum
i substantia nigra te stanicama neuroglije*®. Ve-
zanje a-sinukleina s unutarnjom membranom mi-
tohondrija uplice taj protein i u procese suocava-
nja stanice s oksidacijskim stresom i neutralizacije
slobodnih radikala.

Istrazivanja na kvascu kao modelnom organizmu
tijekom posljednjih desetak godina znacajno su
pridonijela razumijevanju brojnih molekularnih

mehanizama  ukljuenih u etiopatogenezu
PD-a%%°365051 |J kvas¢evu modelu PD-a, kao i dru-
gih sinukeinopatija, u membranama su utvrdeni
nedostatak sterola kao i redukcija duljine lanaca
masnih kiselina membranskih fosfolipida®*3. Kra-
¢i lanci masnih kiselina (ve¢inom sastavljeni od
16 atoma ugljika, dok nedostaju oni s 18 atoma)
utvrdeni su u mutantama kvasaca kojima nedo-
staju peroksisomi, a koji pokazuju specificne me-
tabolicke promjene. 1z tih se rezultata moze
zakljuditi da se a-sinuklein slabije veZze s membra-

Mogucnost da prou¢avamo uzroke i razvoj neurodege-
nerativnih bolesti na modelu kvasca upucuje nas da su
u tim bolestima poremeceni temeljni stanicni procesi
klju€ni za preZivljavanje stanica. Glavni mehanizam
neurodegeneracije ukljuCuje oksidacijski stres i preko-
mjerno stvaranje slobodnih radikala koje stanice mozga
ne uspijevaju neutralizirati dostupnim stani¢nim meha-
nizmima. Kako su mitohondriji glavna, iako ne i jedina
mjesta stvaranja slobodnih radikala zbog uporabe kisi-
ka, disfunkcija mitohondrija bitna je i zajednicka znacaj-
ka niza neurodegenerativnih, a moguée i drugih bolesti.

nama u slucaju nedostatka specifi¢nih lipida, od-
nosno nepravilnog lipidnog sastava membrana, a
kao posljedica javlja se poremecaj unutarstanic-
nog membranskog prometa®*. U prilog tome svje-
doci nalaz u kvas¢evu modelu koji potvrduje da
veca koncentracija sterola u membranama djelu-
je citoprotektivno, odnosno, usporava napredo-
vanje sinukleinopatija®®. Istrazivanje Wanga i
sur.>® otkriva povezanost nedostatka PE-a i pore-
mecaja homeostaze a-sinukleina. Kvasac, kome
zbog mutacije nedostaje enzim fosfatidilserin
karboksilaza, posrednik u sintezi PE-a, karakterizi-
raju usporen rast i disanje, stres ER-a te akumula-
cija a-sinukleina. Bududi da je glavno mjesto
sinteze PE-a, u nekim stanicama, unutarnja mito-
hondrijska membrana, ovi rezultati svjedoce u
prilog povezanosti specificnih lipidnih deficita u
membranama sa znakovima oksidacijskog stresa
u stanici. Stanje oksidacijskog stresa — zbog pove-
¢ane proizvodnje reaktivnih kisikovih spojeva —
aktivira toplinski odgovor stanice, stres ER-a, po-
tice mehanizme apoptoze, inhibira funkciju
ubikvitinsko-proteasomnog sustava — vaZnog
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kontrolnog sustava kvalitete stani¢nih proteina —
te pojavu abnormalne konformacije i funkcija s
membranom udruZenih proteina®”-5,

U obiteljskim oblicima PD-a naj¢esce su opisane
tockaste mutacije u genu SNCA (A53T, A30P,
E46K) koji kodira a-sinuklein i nalazi se na kromo-
somu 4 (4921)°°. Mutacije u genu SNCA mogu
uzrokovati pogresno posttranslacijsko fosforilira-
nje a-sinukleina, Sto utjece na pravilan razmjestaj
proteina u stanici, iako postoje i drugi mehaniz-
mi®. Tako je za varijantu gena SNCA-A53T uoceno
da posjeduje slabiji afinitet vezanja za membra-
ne, ali nije utvrden njezin citotoksi¢an ucinak na
stanice kvasaca®. Uoceno je da lokalizacija prote-
ina a-sinukleina u stanicama kvasca ovisi o gen-
skoj dozi, ali i o vrsti mutacije u genu SNCA37>°,
Ako je, primjerice, u kvascu prisutna samo jedna
kopija divljeg tipa gena SNCA, ili njegove mutira-
ne varijante A53T, protein a-sinuklein ostaje u
najve¢oj mjeri vezan za membrane. Prisutnost
mutacije A30P u genu SNCA slabi afinitet vezanja
a-sinukleina za membranu te je u tom slucaju,
neovisno o genskoj dozi, glavnina a-sinukleina
koncentrirana u citoplazmi.

Naposljetku, istrazivanja na kvas¢evu modelu
omogudila su i uvid u terapijske moguénosti kod
PD-a, pri ¢emu se poseban znacaj pripisuje mole-
kulama iz skupine biljnih pigmenata flavonoida,
kao Sto su EGCG i kvercetin. Pokazalo se da nave-
dene molekule mogu smanjiti citotoksi¢an ucinak
a-sinukleina u stanicama kvasaca zahvaljujuci
svojoj antioksidacijskoj aktivnosti i kelirajuc¢im
svojstvima?®l,

Kvasac kao model u Huntingtonovoj bolesti

HD je nasljedna autosomno-dominantna bolest
zrele dobi. Javlja se izmedu 30. i 50. godine Zivo-
ta, nakon cega slijedi period postupnog pogorsa-
vanja simptoma koji nakon jednog ili dva deset-
ljie¢a dovode do smrti®?. Ucestalost obolijevanja
od HD-a u europskoj populaciji iznosi oko 5 : 100
000, pri cemu epidemioloska istraZivanja ukazuju
na znacajne razlike u javljanju bolesti medu poje-
dinim populacijama. Tako se HD cesce javlja u po-
pulaciji zapadnoeuropskog podrijetla u odnosu
na ostale europske populacije, dok je njena uce-
stalost znacajno niza u azijskoj populaciji, posebi-
ce medu stanovnistvom Kine i Japana te u popu-
laciji africkih crnaca®. Karakteristicni simptomi
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Huntingtonove bolesti, kao $to su nevoljni pokre-
ti, psihicke promjene i progresivno kognitivno
propadanje, posljedica su gubitka neurona u
odredenim dijelovima mozga, napose u podrucju
striatuma, koji biva najranije zahvacen, ali i u po-
drucju bazalnih ganglija te kore velikog mozga i
malog mozga3'®2, HD posljedica je mutacije gena
HTT, koji se nalazi na 4. kromosomu (4p16.3) i ko-
dira istoimeni protein Cija je visoka ekspresija uo-
¢ena u brojnim dijelovima mozga, ali i u drugim
tkivima?>%2, lako funkcija htt-a jo$ uvijek nije po-
znata, istraZivanja upucuju na njegovu vaznost u
embriogenezi, stanichom transportu i procesu
prijenosa signala u stanicama®®. Prisutnost mu-
tacije u genu HTT dovodi do ekspanzije tripleta
CAG slijeda (citozin-adenin-guanin) za aminokise-
linu glutamin, Sto rezultira stvaranjem produlje-
nog proteina htt-a zbog povecdane poliglutamin-
ske regije®*®2. Broj ponavljanja tripleta CAG krece
se u rasponu od 9 do 35 u zdravih ljudi, dok je
kod pacijenata pronadeno od 36 do ¢ak 121 po-
navljanja32, Mutirani htt cijepaju proteoliti¢ki
enzimi, pri cemu nastaju fragmenti koji zadrzava-
ju povecani broj glutamina, a njih, nakon konju-
gacije s ubikvitinom, razgraduje proteasom. Raz-
gradnja je nepotpuna pa se dijelovi htt-a i
proteasoma povezuju te tvore citotoksi¢ne agre-
gatesss,

Istrazivanja etiopatogeneze HD-a na kvascevu
modelu pokazala su znacajnu pozitivhu poveza-
nost izmedu formiranja agregata htt-a i broja glu-
taminskih ostataka u genu HTT, a uoceno je i da
htt koji posjeduje 25 glutaminskih ostataka, Sto
odgovara strukturi normalnog proteina, ne sudje-
luje u formiranju agregata?>*’. Dokazano je da
toksi¢nost mutiranog htt-a ovisi o pojacanoj ek-
spresiji proteina nalik prionima cije je postojanje
dokazano u kvascu®®®’. To su proteini koji posje-
duju sklonost stvaranja agregata (sadrze regije
bogate glutaminom i asparaginskom kiselinom)
koji mogu vezati druge proteine te poticati njiho-
vo nakupljanje. Citotoksi¢nost mutiranog htt-a na
stanice kvasaca mogla bi biti posredovana dis-
funkcijom mitohondrija, posljedicnim pojacanim
stvaranjem reaktivnih kisikovih spojeva, pokreta-
njem mehanizama apoptoze, abnormalnostima u
procesu endocitoze i vezikularnog transporta, dis-
funkcijom ubikvitin-proteasomskog sustava te ak-
tivacijom kinureninskog puta*?*. Nedavno uoce-
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na znacajno visa koncentracija metabolita, poput
alanina, glutamina, glicerola i valina u stanicama
kvasaca u kojima je bio izrazen mutirani htt koji je
sadrZavao 103 glutaminska ostatka, ukazuje na na-
vedene metabolite kao neke od potencijalnih bio-
markera u HD-u®. Cini se da bi prethodno spome-
nuti EGCG mogao imati vaznu ulogu i u terapiji
HD-a. Tako je uoceno da su stanice kvasaca u koji-
ma je bio izraZen htt s velikim brojem glutaminskih
ostataka (N = 72) tretirane EGCG-om rasle znacaj-
no brze u odnosu na stanice tretirane obi¢nim ota-
palom. Nadalje, na kvas¢evu modelu HD-a opaZen
je i negativan uc¢inak EGCG-a na formiranje prote-
inskih agregata®. Vrlo je vjerojatno da su u stani-
cama kvasaca aktivni razli¢iti mehanizmi toksi¢nog
djelovanja mutiranog htt-a.

UCINAK OKOLISNIH CIMBENIKA NA RAZVOJ

NEURODEGENERATIVNIH BOLESTI

Prethodna rasprava upucuje na vaznost okolisnih
¢imbenika u razvoju ND-a. Poseban znacaj pripisu-
je se teskim metalima, zagadenom zraku, pesticidi-
ma te hrani”. Sve se vise namede zakljucak da je
oksidacijski stres jedan od glavnih uzroka, a ne po-
pratni fenomen patoloskog procesa’. Pod oksida-
cijskim stresom podrazumijevamo stanje u kojem
stani¢na antioksidacijska obrana nije dovoljna da
zadrzi koncentraciju reaktivnih kisikovih radikala
ispod toksi¢ne granice, a posljedice su peroksidaci-
ja lipida, oksidacija proteina i nukleinskih kiselina.
Cini se da je peroksidacija mitohondrijskih lipida
neurona, osobito kardiolipina, jedan od vaznih
¢imbenika u patogenezi neurodegenerativnih pro-
cesa’. Mozdano tkivo mnogo je osjetljivije na ok-
sidacijski stres u odnosu na ostala tkiva zbog pove-
¢ane potrosnje kisika’, ali i zbog Cinjenice da
mitohondrijski lipidi neurona sadrze visok udio
PUFA-a koje su podloZnije peroksidaciji.

Bududi da su u kriti¢nim regijama mozga oboljelih
od ND-a pronadene znacajne koli¢ine teskih me-
tala, namede se zakljucak da bi i teSki metali mo-
gli imati vaznu ulogu u patologiji ND-a’2. Dokaza-
no je da bakar, cink i Zeljezo utjeCu na strukturu
proteina uklju¢enih u neurodegeneraciju bududi
da su to metaloproteini, a mogu poticati oksida-
cijski stres’. loni metala nuzni su za fenomen ne-
urotoksi¢nosti*2. Teski metali mogu stvarati reak-
tivne kisikove radikale ili zamjenjivati metale u
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enzimima koji sudjeluju u antioksidacijskoj obra-
ni, poput superoksid-dizmutaze, i inhibirati ih, te
tako neizravno uzrokovati oksidacijski stres?!. Mi-
neraloska istraZivanja u Istri i Gorskom kotaru po-
kazala su da su tla u tim podrucjima obogadena
teskim metalima’, a upravo su ta podrucja Zari-
Sta multiple skleroze u Hrvatskoj. Ucestalost u
okolici Cabra u Gorskom kotaru iznosi 150 : 100.000,
a u Istri 29 : 100.0007°.

Osim teskih metala, utvrdena je snazna poveza-
nost izmedu izloZenosti pesticidima i ND-a”’. Iz-
medu ostalog, dokazana je veza izmedu njihove
etiologije i dugoroc¢ne izloZenosti niskim koncen-
tracijama pesticida poput parakvata, maneba, di-
eldrina, piretroida i organofosfata. Vecina ovih
pesticida ima slicna svojstva, kao sto je sposob-
nost da potaknu oksidacijski stres, disfunkciju mi-
tohondrija i propadanje neurona.

Pronadeno je da se povecani rizik obolijevanja od
MS-a povezuje i s ve¢im unosom hrane Zivotinj-
skog podrijetla, jer se incidencija bolesti poklapa
s pretjeranim unosom SFA-a’*. Poznato je da su
masne kiseline vrlo mo¢ni medijatori upalnih
procesa u organizmu. Masne kiseline iz prehrane
(SFA, MUFA i PUFA) moduliraju ravnotezu prou-
palnih i antiupalnih prostaglandina i citokina. PU-
FA-e iz obitelji n-3 i njihovi derivati pokazuju pro-
tektivan uc¢inak dok PUFA-e iz obitelji n-6 i njihovi
derivati djeluju proupalno. PUFA-e dugoga lanca
sintetiziraju se iz esencijalnih masnih kiselina koje
se u organizam moraju unijeti prehranom. Pre-
hrana koja obiluje SFA-om i onima iz obitelji n-6
PUFA-a suprimira sintezu dugolancanih PUFA-a iz
obitelji n-3, pa na taj nacin pridonosi razvitku
upalnih procesa. Izrazito antiupalno djeluju dugo-
lancane PUFA-e, EPA-e i DHA-e i njihovi derivati,
dok ARA i njezini derivati djeluju suprotno. Pove-
zanost metabolizma masnih kiselina u organizmu
i razvitka ND-a vaZna je s obzirom na Cinjenicu da
su masne kiseline prekursori proupalnih i antiu-
palnih spojeva. To je neobi¢no vazno, jer su ne-
urodegenerativne ujedno i upalne bolesti®.

RASPRAVA | ZAKLJUCAK

Moguénost da proucavamo uzroke i razvoj ND-a
na modelu kvasca upucuje nas da su u tim bole-
stima poremeceni temeljni stanic¢ni procesi kljuc-
ni za prezivljavanje stanica. Glavni mehanizam
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neurodegeneracije ukljucuje prekomjerno stva-
ranje slobodnih radikala te dugotrajan oksidacij-
ski stres koji stanice mozga ne uspijevaju neu-
tralizirati dostupnim stani¢nim mehanizmima.
Kako su mitohondriji glavna, iako ne i jedina,
mjesta stvaranja slobodnih radikala zbog upora-
be kisika, disfunkcija mitohondrija bitna je i za-
jedni¢ka znacajka niza, a moguce i svih ND-a.
Disfunkcija unutarnje membrane mitohondrija,
osim stvaranja slobodnih radikala, uzrokuje i ne-
mogucnost ,pracenja” unutarstanicne razine
iona kalcija. Mitohondrij detektira promjene
koncentracije iona kalcija u citosolu, te moze
pokrenuti apoptozu, dok u fizioloskim uvjetima
istim mehanizmom regulira preZivljavanje stani-
ca. Novija istrazivanja pokazala su da, osim dis-
funkcije unutarnje mitohondrijske membrane,
postoji abnormalna funkcija drugih membran-
skih sustava te poremecaji endocitoze i egzoci-
toze. Disfunkcija membrana izrazava se kao dis-
funkcija mnogih s membranama udruZenih
proteina. IstraZivanja su pokazala da membran-
ski proteini prepoznaju i specificno se zdruzuju s
pojedinim lipidnim komponentama. To bi znaci-
lo da lipidno okruzje, odnosno lipidni sastav
membrana, omogucuje njihovu pravilnu funkci-
ju. Cinjenica da neurodegeneraciju prate pore-
mecaji stani¢ne signalizacije upucuje ponovno
na poremecaj u sastavu membranskih lipida, po-
sebice na poremecaje organizacije i funkcije li-
pidnih splavi koje uobicajeno posreduju u sta-
Nedostatak
kolesterola, koji je uz sfingolipide glavni gradivni

ni¢nim  signalnim  procesima.
element lipidnih splavi, onemogucuje organiza-
ciju tih membranskih domena, ugradnju inte-
gralnih proteina u splav, te utjeCe na procese
smatanja proteina®. Pogre$no smatanje protei-
na takoder je povezano s disregulacijom kon-
centracije iona kalcija u citosolu®. Cinjenica je
da je u mnogim, a moguce i svim ND-ima pore-
mecen temeljni stani¢ni proces uklanjanja ne-
pravilno smotanih proteina. Smatanje proteina
je senzorna tocka koja stanici signalizira stanje
homeostaze ili stresa. Proteini koji zaostaju u ci-
tosolu, umjesto specificnog vezanja s membra-
nama, poprimaju abnormalnu konformaciju, a
budu¢i da su mehanizmi uklanjanja neucinkovi-
ti, formiraju agregate. Stoga se ND mogu sma-
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trati i bolestima smatanja proteina. UPR je kvali-
tativna kontrolna tocka za proteine, a zapocinje
u ER-u. Kako je uloga ER-a, medu ostalim, sinte-
za razlicitih vrsta lipida i odrzavanje lipidnog sa-
stava membranskih sustava u stanici, evidentno
je da bi stres ER-a mogao biti uvjetovan abnor-
malnim metabolizmom lipida. Kako su u ND-u
potvrdeni deficiti ili poremecaji metabolizma
specificnih  lipida (kolesterola, fosfolipida
i/ili sfingolipida) navedeni rezultati upuéuju na
zaklju¢ak da bi neurodegenerativne bolesti mo-
gle biti bolesti specifi¢nih lipidnih deficita®%. U
prilog tome svjedodi i Cinjenica da se u Nieman-
-Pickovoj bolesti tipa C, u kojoj postoji poremeca;j
metabolizma i signalizacije sfingolipida, javlja
neurodegeneracija uz karakteristicno nakuplja-
nje kolesterola i sfingolipida u lizosomima i en-
dosomima. U kvaséevu modelu te bolesti, u ko-
jem nedostaju ortolozi gena NPC1 i NPC2 koji
reguliraju prijenos lipida tijekom endocitickog
puta, opisani su znakovi oksidacijskog stresa,
disfunkcija mitohondrija, nizi antioksidacijski ka-
pacitet i kraci Zivotni vijek®. IstraZivanja na
kvascu su, nadalje, pokazala da su UPR i sinteza
sfingolipida povezani procesi, odnosno, koordi-
nirano regulirani istim stani¢nim mehaniz-
mom?®. Osim u ND-u, poremecaj smatanja pro-
teina i uklanjanja nepravilno smotanih proteina
utvrden je i u neuropsihijatrijskim bolestima, a
pretpostavlja se da bi mogao biti temelj brojnih
drugih bolesti. Mehanizmi koji poti¢u i suprimi-
raju UPR u razli¢itim bolestima jo$ nisu dovoljno
prouceni®.Zakljuéno, istrazivanja na kvascu do-
vela su do vaznih otkri¢a vezanih uz etiopatoge-
nezu, terapiju i prevenciju ND-a. Model kvasca,
unato¢ tome Sto stanice kvasaca ne posjeduju
Ziv€ani sustav, prikladan je za izucavanje meha-
nizama ukljucenih u etiopatogenezu ND-a, bu-
du¢i da su ti mehanizmi vezani uz homeostazu
stani¢nih proteina i lipida te su evolucijski viso-
koocuvani od kvasaca sve do sisavaca. Stanica
kvasca predstavlja znatno jednostavniji, ali bio-
loski kompletan sustav za istrazivanje utjecaja
genetickih i okolisnih ¢imbenika na stani¢ne pro-

sa zivotinjskim modelima.

Izjava o sukobu interesa: Autori izjavljuju da ne postoji
sukob interesa.
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