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1. uvOD

Proces progresivnog gubitka strukture i funkcije neurona, uklju¢ujuci i smrt neurona
nazivamo neurodegeneracija. Mnoge bolesti, kao Sto su multipla skleroza, Parkinson-
ova, Alzheimer-ova i Huntington-ova bolest, nastaju kao posljedica neurodegenerativnih
procesa M. Dosada$nja istrazivanja otkrila su medusobne sli¢nosti ovih bolesti, vidljive

na stani¢noj razini.

Pronalazenje uzroka neurodegenerativnog poremecaja prvi je korak u otkrivanju
patoloSkog mehanizma koji uzrokuje neurodegeneraciju. Zahvaljuju¢i napretku u genetici,
biokemiji, molekularnoj biologije i vizualizacijskim tehnikama, znanstvenici su otkrili
odredene specificnosti mehanizama i odredene proteine koji su identicni kod razlicitih
neurodegenerativnih bolesti. Postoji geneticki uvjetovan rizik razvoja tih bolesti za koje je
karakteristi¢no nakupljanje razli¢itih proteina i1 brojnih toksi¢nih molekula (slobodnih
radikala) u odredenim podru¢jima mozga, koji oSteCuju mozdane stanice koje zatim polako
propadaju. S obzirom na progresiju bolesti uzroci demencije mogu se podijeliti u kronicne
progresivne i neprogresivne encefalopatije 2. Kroni¢ne neprogresivne encefalopatije nastaju
obicno uslijed ozljeda ili hipoksije, te rezultiraju neprogresivnom demencijom. U metabolicke
uzroke kroni¢ne progresivne encefalopatije ubrajaju se razlidita toksicka stanja (sistemske
infekcije, alkoholizam, predoziranje droga, trovanja teskim metalima i organskim otapalima),
deficijencija vitamina B12, B1, B2, niacina, kroni¢na hepaticka, renalna i kardiorespiratorna

encefalopatija i endokrini poreme¢aji 1.

Poremecaje ponasanja koji nastaju kao posljedica demencije treba promatrati kroz
nacela anatomsko-funkcionalne korelacije zahvacenih dijelova mozga i1 neuropsiholoskog
statusa bolesnika [*l. Podru¢ja mozga pogodena neurodegenerativnim procesima gotovo nikad
nisu u potpunosti uniStena, ve¢ postoji razli¢it stupanj selektivnosti s obzirom na tipove
neurona i njihov anatomski smjestaj. Ne postoji “tipi€na demencija”, ve¢ svakog dementnog

bolesnika treba promatrati individualno ovvisno o osobnosti prije nastanka demencije.

UsavrSavanje postojecih i razvijanje novih metoda koje omogucéavaju razumijevanje i
lijeCenje neurodegenerativnih poremecaja predstavlja jedno od najveéih izazova u podrucju
biokemije. Istrazivanja procesa neurodegeneracije pruzaju temelje za razvoj terapija kojima bi
se ublazio razvoj mnogih bolesti. Procesi neurodegeneracije dokazuju se razli¢itim metodama
poput imunohistokemije i funkcionalnih vizualnih metoda. U ovom radu opisane su razlicite

metode koje se trenutno koriste u istrazivanju razli¢itih aspekata neurodegeneracije.

1


https://en.wikipedia.org/wiki/Neurons
http://bolest/
https://en.wikipedia.org/wiki/Huntington%27s

2. OSNOVNI DIO
2.1. Metode dokazivanja neurodegeneracije

Istrazivanjem stanicnog i molekularnog patofizioloSkog mehanizma neurodegeneracije
dobivamo temelj za razvoj ucinkovite terapiju. Kako bi se mogla provesti istrazivanja o
navedenim mehanizmima, potrebno je osmisliti i koristiti eksperimentalne modele (in vitro i
in vivo). Istrazivanja u podrué¢ju neurobiologije najéesce se provode na zivotinjama (miSevima
1 Stakorima). Kako bi razumijeli mehanizam neke neurodegenerativne bolesti, prvo ju moramo
dokazati i odrediti u kojem stupnju je bolest razvijena. U svrhu dokazivanja

neurodegeneracije koriste se razli¢ite metode, ovisno o cilju kojeg zelimo posti¢i.
2.1.1. Prikupljanje uzoraka za analizu

Nakon provedenog ecksperimenta na zivim modelima ili prikupljanja potrebnih
Zivotinja one se anesteziraju koriStenjem izoflurana, nakon ¢ega se obavlja transkardijalna
perfuzija. U trenutku duboke anestezije Zivotinje (disanje plitko i sporo) uvodi se igla za
perfuziju u lijjevu klijetku srca. PrereZe se desna predklijetka i lagano se ubrizga 1xPBS-a.
Postupak se ponavlja dok 1xPBS u potpunosti ne zamjeni krv (jetra problijedi). Nakon
potpunog ispiranja Kkrvi, kroz istu iglu ubrizgava se 4%-tnog paraformaldehida (PFA),
pH=7.4. Indikator uspjesno napravljene perfuzije je potpuna ukocenost tijela Zivotinje. Nakon
perfuzije obavlja se disekcija cijelog mozga, koji se pohranjuje u 4%-tni PFA na 24h. Nakon
zavrSene fiksacije, mozak se prebacuje u rastu¢e koncentracije otopinu saharoze kroz 72h.
Krioprotektirani mozak brzo se smrzava u izopentanu i pohranjuje na -80° C do analize.
Ukoliko je za analizu potreban svijeze zamrznuti mozak, mozak se nakon disekcije odmah

zamrzava u teku¢em dusiku. Isto vrijedi i za ostale organe potrebne unutar istrazivanja.

2.1.2. Metode analize uzoraka

Najces¢e metode koriStene u neurobioloskim znanstvenim istraZivanjima Su
citogeneticke i imunohistokemijske. Baziraju se na detekciji nukleinskih kiselina i pronalasku
specificnih antigena kako bi se odredile specificne ciljne sekvence 1 ciljni antigeni.
Konvencionalne metode molekularne biologije omogucavaju da se ocijeni ekspresija gena. Te
metode uklju¢uju Southern blot, Nothern blot, PCR, RNA-znu i in situ hibridizaciju. Od

mnogih novih doprinosa u tehnologiji baziranoj na genomima, analiza DNA ¢ipom (eng.



microarray assay) se pojavila kao jedna od bitnijih i efektivnih alata za pristup

transkripcijskim razinama u raznim sistemima paradigmama P! .
2.1.2.1. Citogenetic¢e metode

Tehniku koja omogucava detekciju nukleinskih kiselina odnosno detekciju specifi¢nih
ciljnih sekvenci unutar stanice uz istovremeno ocuvanje stani¢ne i tkivne morfologije
nazivamo in situ hibridizacija (ISH). Zasniva se na principu komplementarnosti, tj.
denaturirana proba se hibridizira to¢no na komplementarnu ciljnu sekvencu nukleinske
kiseline, DNA ili RNA [, Kao proba koristi se kratki segment nukleinske kiseline, obiljeZen
nekom fluorescentnom bojom (npr. kod FISH-a) i komplementaran je ciljnoj sekvenci koja se
zeli detektirati. ObiljeZavanje probe provodi se kako bi mogli to¢no odrediti njezinu lokaciju i
koli¢inu ciljne sekvence. Od ISH metoda najcesce se koriste fluorescentna in situ hibridizacija
(FISH) i kromogena in situ hibridizacija (CISH). Glavna razlika izmedu FISH-a i CISH-a je
nacin na koji se vizualiziraju signali proba (kod FISH-a se vizualizira preko fluorokroma, a
kod CISH-a se koriste kromogeni). ISH metoda se koristi direktnim (probe obiljezene
fluorokromom) 1 indirektnim obiljezavanjem (probama obiljezenim biotinom i
digoksigenima). CISH daje najbolje rezultate sa indirektnim obiljeZavanjem veznog mjesta
probe. Fluorokromi imaju vecu osjetljivost, spektralnu fleksibilnost i bolju rezoluciju nego
kromogeni, pa je isto tako i veliina probe za CISH vecéa. FISH se koristi za odredivanje broja
kopija odredenog gena, a FISH kitovi (eng. dual color) obi¢no imaju probu specificnu za gen

i kontrolnu centromernu probu obiljeZene razli¢itim flouorokromima '],

FISH (fluorescentna
in situ hibridizacija)

Slika 1. Slika dobivena FISH in situ hibridizacijom ( Slika preuzeta i prilagodena sa
http://www.slideshare.net/ljubichica/jedro)

3



Kao biomarker neurodegenerativne bolesti moZzemo primijeniti i promijenjenu ekspresiju
microRNA u raznim stadijima bolesti, uklju¢ujuéi neurodegeneraciju zajedno sa aplikacijom
miRNA u bioloskim fluidima u raznim patologijama. miRNA moze se transportirati preko
cksosoma (male membranske vezikule koje izluc¢uju razli¢iti tipovi stanica, npr. neuroni,
astrociti, oligodendrociti i mikroglije). Eksosomi se odvajaju od stimuuliranih krvnih stanica i
vaskularni endotelium je ukljuéen u neuroloske poremeéaje . Mogu se izolirati iz biofluida

kao Sto su krv ili urin, ¢ime su jo§ dostupniji za upotrebu u dijagnostici.

Kako bi se doslo do rezultata, mora se pro¢i prvo nekoliko koraka u kojima se provodi analiza

RNA molekule i PCR amplifikacijia.
A) Uzimanje RNA
1. O¢uvanje RNA

Izvori za RNA amplifikaciju su svjeze, zamrznuto i fiksirano tkivo. RNA vrste su izuzetno
osjetljive na degradaciju RNA-zom. RNA-ze su izuzetno stabilne i zadrzavaju svoju aktivnost

u Sirokom spektru pH vrijednosti.
2. Regionalna analiza tkiva

Regionalna analiza koristi se za odredivanje transkripta koji se nalazi u organu, lamini ili
nukleusu. Transkript se razlikuje od odvojenih ili povezanih regija i sadrzi kombinaciju
razli€itih tipova stanica koji sac¢injavaju tu regiju. Dijelovi mozga mogu se vjesto razdvojiti od
svjezih ili smrznutih tkiva. RNA se ekstrahira pomocu kemijske ili magnetske ekstrakcije.
Prednost regionalne analize je ta da je RNA obilna i razlike izmedu regija se mogu prepoznati
bez skupih metoda, a nedostatak je taj da u regionalnoj analizi nedostaje rezolucija na razini

jedne stanice, kao npr. epitelnih stanica, neurona, vaskularnih elemenata i sliéno 1.
3. Analiza na razini jedne stanice

Analize na razini jedne stanice i jedne populacije stanica omogucavaju analizu individualnih
tipova stanica (moze se analizirati ekspresija neurona). Neuroni Koji u tom trenutku nisu bili
eksprimirani identificiraju se pomoc¢u histokemijskih metoda. Mikrodisekcija je metoda
dobivanja individualnih stanica ili populacija identi¢nih stanica koja omogucava ekspresijsko

profiliranje koriste¢i mikro platforme bazirane na PCR-u.



B) PCR amplifikacija

PCR reakcija (eng. Polymerase Chain Reaction) je metoda kojom se relativno kratki dio DNA
umnozava u veliki broj identi¢nih kopija. Koristi se u mikrobiologiji, virologiji, dijagnostici
nasljednih bolesti, neoplasticnih i malignih bolesti %, PCR amplifikacija radi na vrlo
jednostavan nacin. Ciljni dio DNA molekule koju se Zeli umnoziti obiljezavamo kratkim
oligonukleotidnim sekvencama (pocetnicama), koji su komplementarni krajevim ulomka
DNA od interesa. Pocetnice pokrecu serije reakcija pomocu enzima DNA polimeraze, koja na
kalupu jednog lanca DNA sintetizira novi, komplementarni lanac. Polimerazna lanc¢ana
reakcija odvija se u uredaju koji automatski mijenja temperaturu reakcije, ovisno o potrebama
eksperimenta. Isti uredaj zagrijava i hladi reakcijsku smjesu u epruvetama (0,2 ml) koje se

nalaze u termobloku ™,
Osnovni parametri svih PCR protokola su:

1. Inicijalno denaturiranje DNA u trajanju od 3 od 5 minuta na temperaturi od 94°C. Pritom se

razdvajaju spareni lanci DNA koji sluze kao kalupi za amplifikaciju

2. Hibridizacija pocetnica na komplementarne odjeljke DNA (eng. annealing). U tom procesu
temperatura se snizava na prosje¢no 55°C da bi se oligonukleotidne pocetnice vezale na

komplementarne razdvojene lance DNA.
3. Sinteza komplementarnog lanca (eng. extension) na temperaturi od 72°C.

Ta temperatura je optimalna za djelovanje Tag-polimeraze koja ugraduje nove
komplementarne nukleotide sve dok ne dode do druge pocetnice. PoSto se na oba lanca odvija
sinteza, u jednom ciklusu amplifikacije dolazi do udvostru¢enja DNA molekule. Daljnje

povecanje broja DNA molekula odvija se geometrijskom progresijom (1, 2, 4, 8, 16, 32, 64).

Protokol se ponavlja 30 do 40 puta. Nakon 40 ciklusa pojavljuje se tzv. ,,fenomen platoa®,

kada dolazi do zasiéenja ( ili potroka reaktanata), tako da se gubi efikasnost reakcije [*2.



PCR amplifikacija
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Slika 2. Postupak umnozavanja DNA molekule PCR amplifikacijom (Slika preuzeta i
prilagodena sa http://www.gmotesting.com/Testing-Options/Genetic-analysis)

2.1.2.2. Imunohistokemijske metode

Kod imunohistokemijskih metoda dolazi do lokalizacije specifi¢nih antigena u tkivu,
pomocu ciljno usmjerenih protutijela, tako da se odredeno protutijelo veze i prepoznaje samo
ciljni antigen ™31, Imunohistokemijske metode koriste se kako bi se procijenili odgovarajuéi
stanini markeri koji definiraju odredeni fenotip, Sto omoguéava dobivanje vaznih
informacija. Dobivene informacije vazne su za klasificiranje i1 diferenciranje bolesti. Osim u
dijagnosticke svrhe imunohistokemija se takoder koristi i u znanstveno-istrazivacke svrhe da
bi se bolje razumjela distribucija i lokalizacija biomarkera i ekspresija pojedinih proteina u
razli¢itim tkivima. Antigeni u tkivu se mogu imunohistokemijski detektirati na dva nacina,
direktnom ili indirektnom metodom. Kod direktne metode koristimo oznaceno protutijelo
(ima vezanu alkalnu fosfatazu ili peroksidazu) koje reagira sa ciljnim antigenom. Koristi se
samo jedno protutijelo, tako da je postupak brz i jednostavan. Kod indirektne metode prvo se
primarno protutijelo veze na ciljno mjesto, a potom se sekundarno protutijelo veze na
primarno protutijelo. Nakon bojanja, promjene u tkivu se prate mikroskopski i tako se
omogucava dijagnosticiranje odredenih neurodegenerativnih bolesti. Zbog KkoriStenja

sekundarno protutijela, koje pojacava signal, ova metoda je osjetljivija.



2.1.2.3. Tehnike za vizualizaciju mozdanog tkiva i aktivnosti mozdanih stanica

Za vizualizaciju tkiva 1 aktivnosti mozdanih stanica koristimo strukturalne i
funkcionalne testove. Kod strukturalnih metoda dobivamo slikoviti i kompjuterizirani prikaz
dijelova mozga kojeg promatramo koriste¢i razliita skeniranja. Funkcionalne metode

baziraju se vise na mozdane potencijale (slusni, vidni...) i mjerenja mozdane aktivnosti.
A) Strukturalni testovi

fMRI

MRI-skenovi mozga koriste jako magnetsko polje. Jo§ jedno magnetsko polje, tj. gradijent
polja, tada se primjenjuje za prostorno lociranje razli¢itth jezgara. Konacno,
radiofrekvencijski puls (RF) $alje jezgre na viSe razine magnetiziranja, ovisno o tome gdje se
nalaze. Kada je RF polje uklonjeno, jezgre se vracaju u pocetno stanje, a energija koju
emitiraju se mjeri sa zavojnicom za ponovno pozicioniranje jezgre. MR na taj nacin osigurava
stati¢ki strukturni pogled mozdane tvari. 1890. godine otkriveno je da su promjene u protoku
krvi i krvna oksigenacija mozga povezane s neuronskom aktivnosti. Kada su neuroni aktivni,
povecava se protok krvi u podrucjima mozga gdje se neuroni nalaze. Dolazi do zamjene
deoksigenirane krvi oksigeniranom, $§to tada moze trajati oko 2 sekunde. Deoksigenirani
hemoglobin je viSe magnetiCan (paramagnetican) nego oksigenirani hemoglobin, koji je
gotovo otporan na magnetizam (dijamagneti¢an). Razlika u magneti¢nosti oksigeniranog i
deoksigeniranog hemoglobina dovodi do stvaranja poboljSanog signala MR-a, jer
dijamagnetska krv manje ometa magnetsko MR signalno polje. Promjenu singla MR-a
uvjetovanu neuronskom aktivnosti jo§ nazivamo i hidrodinamic¢kim odgovorom (eng. BOLD

effect) (141,



Slika 3. Slika dobivena funkcionalnom magnetskom rezonancom (fMRI) (Slika preuzeta i
preuredena sa http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/46484/title/Faulty-
Statistics-Muddy-fMRI-Results/)

PET/CT

PET/CT (pozitronska emisijska tomografija/kompjutorizirana tomografija) je dijagnosticka
metoda kojom se pomocu radiofarmaka prikazuje funkcija tkiva 1 organa, odnosno
metabolizam i stupanj metabolicke aktivnosti stanica %, Najéesée se PET/CT metoda koristi
molekularna slikovna metoda. Skeniranje ovom metodom obuhvaca cijelo tijelo bolesnika
pomocu ¢ega mozemo odrediti stupanj proSirenosti i aktivnost bolesti. Omogucéuje nam da
pratimo i procjenjujemo napredak same bolesti, povratak primarnog tumora ili zaostalog
tumorskog tkiva nakon operacije. Dakle, PET/CT metodom moZemo vidjeti da li je
operativno u potpunosti uklonjen tumor 1 kako tece kemoterapija i pokazuje li se
djelotvornom, §to znatno utjeée na ucinak lije¢enja [®1. Za slikovni prikaz se najéesée koristi
radiofarmak F-18- FDG (radioaktivnim izotopom fluora obiljezena fluorodeoksiglukoza), koji
se injicira intraveniozno te prikazuje metabolizma glukoze u stanicama. Uvidom u
metabolizam glukoze mozemo odrediti aktivnost maligne bolesti. Osim FDG-a mogu se
koristiti 1 neki drugi radiofarmaci specifi¢ni za druge tumore. Uz PET metodu skeniranja,
sastavni dio pretrage je 1 CT (kompjutorizirana tomografija). To je dijagnosticka metoda

tijekom koje se snimani dio tijela izlaZze rentgenskom zrafenju, Sto omogucuje detaljan


http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/46484/title/Faulty-Statistics-Muddy-fMRI-Results/
http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/46484/title/Faulty-Statistics-Muddy-fMRI-Results/

anatomski prikaz kosti, mekih tkiva i krvnih zila. CT niske rezolucije, koji prvenstveno sluzi u
tehnicke svrhe. Koristi se za korekciju PET snimaka i za odredivanje to¢ne anatomske
lokalizacije lezija, tkiva i organa u kojima PET pokazuje aktivnosti. Postoji i dijagnosticki CT
uz primjenu oralnog i intravenskog kontrastnog sredstva (prikaz arterijske i venske faze).
Procjena PET/CT nalaza je kvalitativna 1 vizualna. Opisuju se podrucja s pojacanim ili
patoloskim nakupljanjem radiofarmaka. 1z podataka o tezini, visini, povrsini tijela bolesnika i
danoj dozi radioframaka izracuna se SUV (eng. standardised uptake value, tj. standardizirani
iznos nakupljanja aktivnosti) koji je onda 1 glavni parametar kod pracenja ucinka terapije 1
lijeCenja. Procjenjuje se razlika u vrijednosti SUV-a navedena u nalazu koji je napravljen prije
lijeCenja 1 vrijednost SUV-a na kontrolnom nalazu. Kako bi zakljucili da je lijecenje
u¢inkovito, izratuna SUV-a mora biti manji od onog dobivenog na prvom 71, PET/CT se kod
neurodegenerativnih bolesti koristi za mjerenje cerebralnog metabolizma glukoze i pracenje
odreddenih biomarkera (3-amiloidni proteini i tau-proteini), §to pomaze ranom otkrivanju

bolesti i lijecenju.

Slika 4. PET scan uredaj (Slika preuzeta sa http://www.nhs.uk/Conditions/PET-

scan/Pages/Introduction.aspx)



Slika 5. Slike dobivene PET/CT skeniranjem mozga (Slika preuzeta sa

https://sr.wikipedia.org/wiki/Pozitronska_emisiona_tomografija)

B) Funkcionalni testovi
Evocirani mozdani potencijali

Evocirani potencijali predstavljaju bezbolnu funkcionalnu elektrofizilosku metodu u
kojoj se ispituje odgovor ziv€anog sustava na ponavljane podrazaje, koji se registrira
elektrodama postavljenim na tijelu i glavi. Postoje tri modaliteta evociranih potencijala za
ispitivanje osjetnih sustava, a to su VEP (vidni evocirani potencijali), BAEP (slusni evocirani
potencijali) 1 SSEP (somatosenzorni evocirani potencijali). Proucavaju¢i dobivene podrazaje

mozemo otkriti boluje li ispitana osoba od neke neurodegenerativne bolesti. 18]

1. VEP (vidni evocirani potencijali) je neurofizioloska tehnika ispitivanja vidnog puta.
Ispitivanje se vrsi stimulacijom vidnog puta strukturiranim vidnim podrazajem-Sah plo¢om
prikazanom na TV ekranu. Odgovor registriraju elektrode postavljene na glavi na tipi¢nim

mjestima. Ispituju se oba oka pojedinagno, videstrukim ponavljanim stimulacijama [,

2. BAEP (slusni evocirani potencijali) je neurofizioloska tehnika ispitivanja sluSnog puta.
Koristi se u dijagnostici i pracenju bolesti oSte¢enja perifernog i centralnog dijela sluSnog
puta. U neuroloskoj praksi ispituju se slusni evocirani potencijali kratke latencije (do 10 ms)

koji se generiraju u mozdanom deblu. Stimuliranje radimo tako da se putem audioslusalica

10



putsta tonski klik, ponavljaju¢i ga nekoliko puta. Tijekom ispitivanja prvo odredujemo prag
sluha, na svakom uhu zasebno. Odgovor se dobije putem elektroda postavljenih na glavi, na

tipi¢nim mjestima 21,

3. SSEP (somatosenzorni evocirani potencijali) je neurofizioloSka tehnika ispitivanja osjeta
dodira. Koristi se za pracenje bolesti uzrokovanih oSte¢enjem ledne mozdine i mozga.
Stimuliranje se vrSi ponavljanim elektricnim stimulansa putem povrSinske elektrode
postavljene iznad mjeSovitog perifernog zivca na tipicnim mjestima na ruci ili nozi. Odgovor

se registrira elektrodama postavljenim na tipiénim mjestima na tijelu i glavi 24,

EEG

Elektroencefalograf (EEG) je metoda mjerenja elektricke mozdane aktivnosti. Naponi
mozga registriraju se depolarizacijom i repolarizacijom neuronskih stanica mozga. Za
dijagnozu neke bolesti vazna je registracija napona mozga na razli¢itim dijelovima mozga.
Mogu se registrirati psihic¢ka stanja i neoplazme. Prilikom mjerenje se koristi 19 elektroda (+2
uzemljenja na uskama) na glavi. Za registraciju se koristi 8, 12, 18, 24, 32 kanalni EEG
uredaj. Kanal je isto Sto i odvod, odnosno pojacalo s elektrodama. Mjerenja mogu biti
bipolarna i monopolarna. U EEG-u se mogu uociti karakteristi¢ni signali: delta, theta, alpha,
beta, gamma. Osjetilno motoricki izvodi se slicno EKG snimanju. Pacijentu se postavljaju
elektrode na glavu u vidu tzv. kape, kojom su vezani za kompjuterizirani aparat
tzv.elektroencefalograf, koji vr$i obradu registriranih signala odnosno valova sa poglavine

pacijenta 122,
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Slika 6. EEG mjerenje (Slika preuzeta sa

https://sites.google.com/site/ljudskimozakbiologija/snimanja-mozga)
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2.2. Biomarkeri neurodegeneracije

Biomarkeri su vrlo vazni pokazatelji normalnih i abnormalnih bioloSkih procesa.
Dobar biomarker treba biti precizan i pouzdan, te mora imati mogucnost razlikovanja
razliCitih stanja bolesti. Smatra se da ti pokazatelji imaju veliki potencijal u predvidanju
mogucnosti za razvoj bolesti, pomaganje u ranoj dijagnostici i postavljanje standarda za
razvoj novih lijekova za lijeCenje bolesti. Nove tehnologije omogudéile su znanstvenicima da
identificiraju biomarkere nekoliko razli€itih neurodegenerativnih bolesti. Samo neki od
mnogih novih biomarkera koji su nedavno identificiran su: fosforilirani tau proteini, B-

amiloidni izooblicima Alzheimerovu bolest (AD) i fosforilirani tau proteini.
1. B-Amiloidni izooblici

Otkrice da se beta amiloid producira tijekom normalnog stani¢nog metabolizma i da se
izluCuju u cerebrospinalnu tekucinu se iskoristilo kao baza za razvoj beta amiloidnih
biomarkera %31, Iduce otkrice, da je B-amiloid 42. Najzastupljeniji oblik koji se nalazi u stanici
tijekom bolesti je omogucilo da se razvije test za ovaj konkretni izooblik koriste¢i metodu

ELISA. Kao biomarker Kkoristi se za rano otkrivanje Alzheimer-ove bolesti.
2. Tau protein

Postoji nekoliko razli¢itih izooblika tau proteina u cerebrospinalnoj tekucini, a 1 sama
molekula ima brojne fosforiliraju¢e strane. NajéeSce koristena ELISA za T-tau protein se
bazira na monoklonalnim antitijelima koji detektiraju sve izooblike tau proteina neovisno o
stanju fosforiliranosti. Brojna istrazivanja su koristila ovu metodu i dokazala znacajan porast

T-tau u cerebrospinalnoj tekuéini tijekom Alzheimer-ove bolesti 4],

3. Fosforilirani Tau protein

U najcesce koristenoj ELISA metodi za odredivanje P-tau u cerebrospinalnoj tekucini koriste
se antitijela koja su specificna za fosforiliranje na treoninu 181 ili treoninu 231. Takoder su
istrazivanja pokazala poviSenu razinu proteina u cerebrospinalnoj teku¢ini u slucaju

Alzheimer-ove bolesti [2°],
4. Kombinacija Tau | B-amiloida kao biomarkera

Nekoliko istrazivanja pokazalo je da je vjerodostojnost dijagnostike izuzetno visa ako se

kombinira detekcija T-Tau, p-tau i R-amiloida 42 nego spomenutih markera posebno. U
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skladu s time, bilo je potrebno pronaéi metodu koja ¢e obuhvatiti detekciju sva 3 markera, a to
su Luminex metoda i ELISA metoda koje svaka imaju svoje razlike, ali se obje koriste u istoj

mjeri.
2.3. Bolesti povezane sa degeneracijom mozdanog tkiva

Neurodegenerativne bolesti uzrokuju propadanje mozga i odumiranje ziv¢anih
stanica tijekom vremena. Neke neurodegenerativne bolesti, kao $to je Alzheimer-ova bolest,
razvijaju se starenjem, te utjeCe na promjenu ponasanja i pamcenje. Ostale bolesti, kao Sto su
Tay-Sachs-ova bolest, genetski su izazvane i razvijaju se u ranoj dobi. Druge Ceste
neurodegenerativnihe bolesti su Huntingtonova bolest, amiotrofi¢na lateralna skleroza,
Parkinsonova bolest te svi oblici demencije. Uobi¢ajeni simptomi neurodegenerativnih bolesti
su gubitak pamcenja, apatija, anksioznost, agitacija i promjene raspoloZenja. Novi simptomi
bolesti razvijaju se kako sama bolest napreduje. Lijeka za neurodegenerativne bolesti nema, a
bolesnicima pomazu razne metode lije¢enja koje nastoje smanjiti napredovanje simptoma i

odrzati kvalitetu Zivota 28],

2.3.1. Alzheimer-ova bolest

Najces¢i oblik demencije je Alzheimer-ova bolest. Izraz ,,presenilna demencija“
koristio se kao naziv za AD, a isto tako postojao je i izraz ,,senilna demencija‘“ koji se koristio
za opisivanje demencije u starijih osoba. Danas se ti izrazi ne koriste jer je poznato da se AD
moze pojaviti u bilo kojoj dobi poslije 30.-te godine zivota (najmladi dokumentirani bolesnik
imao je 26. godina), a osim AD i cerebrovaskularnih bolesti postoje i mnogi drugi uzroci kako
‘presenilne’ tako i ‘senilne demencije 2. Simptomi se dijele u 3 stadija u kojima se
izmjenjuju razliciti simptomi bolesti od poteSkoca u Citanju i govoru do gubitka pamcenja i
nemogucnosti obavljanja svakodnevnih funkcija. Postoje i mnogi testovi koji pomazu
prilikom dijagnosticiranja bolesti koji se provode bodovanjima ispitanika i svrstavaju u
rizi¢ne grupe ovisno o rezultatima ispita. AD je sveukupno najcesci (50-70%) oblik demencije
u svim zemljama svijeta u kojima je ova bolest detaljno proucavana (a nakon 65 godina
starosti AD je uzrokom demencije u viSe od 80% dementnih bolesnika). Prevalencija varira,
ali u prosjeku se moze reci da je po ucCestalosti AD Cetvrti uzrok smrti u zemljama zapadnog
svijeta. Pojavljivanje Alzheimer-ove bolesti takoder je povezano s genetikom (Obiteljsko

pojavljivanje (FAD, od eng. ,,familial AD*)).
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Slika 8. Usporedba mozga zdrave osobe i osobe oboljele od Alzheimer-ove bolesti (Slika

preuzeta i prilagodena sa http://www.alzheimer.hr/ucionica/to-je-to-alzheimerova-bolest/)
2.3.2. Tay-Sach- ova bolest

Tay-Sachs-ova bolest je rijetka autosomno recesivna bolest. Uzrokuje progresivno
propadanje ziv¢anih stanica, mentalnih i fizickih sposobnosti, koje pocinje oko 7-0g mjeseci
starosti 1 obi¢no rezultira smréu u dobi od Cetiri godine. Bolest se javlja kada se velike
koli¢ine gangliozida akumuliraju u mozgu ziv€anih stanica §to na kraju dovodi do prerane
smrti stanica. Istrazivanja u kasnom 20. stoljecu pokazala da Tay-Sachs bolest uzrokovana
genetskom mutacijom u hexa genima na 15.-om kromosomu. Tay-Sachs bolest se obi¢no prvo
primje¢uje u dojencadi oko 6 mjeseci starosti koja prikazuju abnormalno snazan odgovor na
iznenadne zvukove. Takoder su vidljivi znakovi poput gubitka sluha ili uko¢enosti misi¢a
(hipertonija). Bolest je Kklasificirana u tri oblika koji se razlikuju na temelju starosti
neurolodkih simptoma 28 2 Maloljetna Tay-Sachs-ova bolest je rjeda od drugih oblika
bolesti, a obi¢no se najprije vidi u djece od dvije do deset godina. Kod osobe s ovim tipom
bolesti dolazi do pogorSanja kognitivnih 1 motornih vjestina, disfagije, ataksije 1 spasti¢nosti.
Smrt se obi¢no javlja u dobi od pet do petnaest godina. Adultna Tay-Sachs-ova bolest je
rijedak oblik ove bolesti. Za razliku od drugih oblika, ovaj tip bolesti obi¢no nije smrtonosan.
Cesto se pogresno dijagnosticira. Od simptoma javlljaju se nestabilnost u hodu i progresivno
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neurolosko propadanje. Simptomi kasno nastupajuc¢e Tay-Sachs — ove bolesti vidljivi su u
pubertetu ili ranoj odrasloj dobi, a ukljucuju poteskoce u govoru i gutanju, nestabilnost hoda,
kognitivno propadanje i psihijatrijske probleme (shizofrenija). Tay-Sachs-ova bolest
uzrokovana je zbog nedovoljne aktivnosti enzima heksosaminidaze A. Heksosaminidaza A je
hodroliticki enzim, pronadena u lizosomima, koji razgraduje glikolipide. Kada
heksosaminidaza A ne radi ispravno, lipidi se akumuliraju u mozgu i ometaju normalne
bioloske procese 3%, Pacijente i nositelje Tay-Sachs-ove bolesti se moze identificirati

jednostavnim testom krvi koji mjeri aktivnost heksosaminidaze A.
2.3.3. Huntington-ova bolest

Huntington-ova bolest je neurodegenerativni nasljedni poremeéaj koji utiCe na
koordinaciju misicai dovodi do mentalnog propadanja i karakteristicnih  simptoma
u ponasanju BY. Najraniji simptomi su suptilni problemi s raspoloZenjem ili spoznajama,
praéeni opéim nedostatkom koordinacije i1 nestabilnim hodom. Bolest se nasljeduje
autosomno dominantno, a simptomi se najcesc¢e ocituju u srednjoj zivotnoj dobi. Dijagnoza se
postavlja genetickim testiranjem. Lije¢i se simptomatski. Bolest pogada oba spola
podjednako. Razvija se kao posljedica dominantne mutacije na genu IT15, sa kratkog
kraka kromosoma 4, U tom genu dolazi do viSestrukog
ponavljanja tripleta nukleotida CAG (citozin, adenin, gvanin) (32] koji kodira
ugradnju aminokiseline glutamina u (odgovorni) protein zvani huntingtin. Kod zdravih osoba
se ovaj triplet ponavlja od 11 do 28 puta, a kod oboljelih 40 pa ¢ak do 120 puta. Ponavljanje
tripleta dovodi do nastanka patoloSke wvarijiante proteina huntingtina S§to 1 uzrokuje
oboljevanje od ove bolesti. Simptomi i znakovi bolesti se razvijaju podmuklo, obi¢no pocinju
u dobi od 35 do 50 godina. Demencija ili psihijatrijski poremecaji (npr. depresija, apatija,
iritabilnost, anhedonija, asocijalno ponasanje, bipolarni poremecaj ili shizofrenija) se razvijaju
prije ili istodobno s poremecajima pokreta. Pojavljuju se abnormalni pokreti: trzanje udova,
zivahan hod, nemoguénost obuzdavanja motorickih radnji kao $to su plazenje jezika, grimase
lica, ataksija i distonija. PogorSavanjem poremecaja hod postaje nemogu¢, gutanje oteZano a

demencija izrazita 1.
2.2.4. Parkinson-ova bolest

Parkinsonova bolest je bolest poremecaja pokreta zbog smanjenja lucenja kemijske
supstancije dopamina u dijelu mozga koji ima vaznu ulogu u kontroli voljnih pokreta 34

(bazalni gangliji). Postoji pet klinic¢kih stupnjeva Parkinsonove bolesti (0 - nema znakova
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bolesti, 1 - bolest zahvaca jednu stranu tijela, 1,5 - jednostrana + aksijalna zahvacenost, 2 -
zahvaéene obje strane tijela bez poremecéaja ravnoteze, 2,5 - blaga obostrana bolest s
nesigurnoscéu, ali i odrzavanjem polozaja pri naglom izbacivanju iz pocetnog polozaja, 3 -
blaga do umjerena obostrana bolest s posturalnom nestabilnos¢u, ali bolesnik je fizicki
samostalan, 4 - teSka onesposobljenost, s tim da je bolesnik jo$ sposoban stajati i hodati bez
pomodéi, 5 - vezanost uz kolica ili krevet) B°1. Simptomi ove bolesti mogu se podijeliti u
primarne (drhtanje, uko€enost, usporenost pokreta, slaba ravnoteza, smetnje u kretanju) i
sekundarne (depresija, zatvor, problemi gutanja, demencija, seboreja koze i vlasista, smetnje u
govoru, niski krvni tlak, poremecaji u spavanju). Postoje dva tipa ove bolesti: Tip A (Tremor
dominantni tip) je blazi oblik bolesti povezan s tremorom i drugim simptomima ograni¢enim
na jednu stranu tijela. Bolesnici odgovaraju jako dobro na uobicajene lijekove kao §to je
levodopa [ 7] Tip B (Akineti¢ki tip) je nestabilni oblik bolesti s problemom hodanja i
malom koli¢inom drhtanja. Umjesto toga, prisutne su poteSkoce u hodanju, poteskoce sa
drzanjem tijela i ravnotezom. Ove osobe mogu imati jako dobar odgovor na lijekove u
razdoblju do 8 godina. Lije¢enje Parkinsonove bolesti provodi se primjenom razli¢itih
lijekova (levodopa, bromokriptin, apomorfin, pramipeksol, ropinirol, selegilin, entakapon,
amantadin) i medicinskom rehabilitacijom kojoj je cilj maksimalno osposobljavanje za

samostalno izvodenje aktivnosti svakodnevnog zivota kroz adekvatnu edukaciju i programe.

Corpus striatum [ Prednji rezanj

Normalan neuron
: Normalno kretanje

Neuron pod utjecajem  popamin  Receptor

Parkinson-ove boles% ‘ o

i Otezano kretanje
° L]

Tok dopamina- prikazan
strelicama

Slika 8. Razlika u koli¢ni dopamina kod zdrave osobe 1 osobe oboljele od Parkinson-ove
bolesti rezultira oteZanim kretanjem (Slika preuzeta u prilagodena sa

http://novi.ba/clanak/58419/parkinsonova-bolest-neizljeciva-neuroloska-bolest)
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2.2.5. Amiotrofi¢na lateralna skleroza

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) je ozbiljna neuroloska bolest koja uzrokuje
slabost misica, invalidnost i na kraju smrt. ALS ¢esto poCinje s trzanjem miSica i slabosti u
ekstremitetima ili nerazgovijetnim govorom. Rani simptomi bolesti uklju¢uju poteskoée s
podizanjem prednjeg dijela stopala i prstiju, slabost u nogama, stopalima ili gleznjevima,
slabost ili nespretnost ruku, nerazgovijetan govor i otezano gutanje, grceve misica i trzanje
ruku, ramena 1 jezika. Bolest ¢esto pocinje u rukama ili nogama, a zatim se $iri na druge
paralize. To na kraju utjeCe na Zvakanje, gutanje, govor i disanje. ZivEane stanice koje
kontroliraju kretanje misi¢a postupno odumiru, tako misi¢i s vremenom progresivno slabe i
propadaju 8. Istraziva¢i proucavaju nekoliko moguéih uzroka ALS-a, ukljuujuéi mutacije
genai kemijsku neravnotezu B% oko Ziv&anih stanica u spinalnoj tekuéini, neorganiziran
imunoloski odgovor i abnormalne proteine. Bolest je moguce lijeciti lijekovima te fizikalnim,
radnim i govornim terapijama [“°l. S obzirom da se amiotrofi¢na lateralna skleroza na moze
izlijeciti, tretmani uglavnom uklju¢uju napore za usporavanje progresije simptoma i

povecanje kvalitete zivota.

Atrofija muskulature

Normalno ASL

Slika 9. Prikaz atrofije miSi¢nog tkiva osobe oboljele od atrofi¢ne lateralne skleroze (Slika

preuzeta i prilagodena sa http://zdravlje.eu/2011/07/03/amiotroficna-lateralna-skleroza/)
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3. ZAKLJUCAK

Istrazivanja u neurobiologiji zahtijevaju precizne i specificne metode kojima bi se
mogle opisati strukture stanica, tkiva, organa, zatim njihovih odnosa sa okolinom i funkcija.
Mnogobrojne nove tehnike su razvijene kako bi se doznalo viSe o fiziologiji, naroc¢ito o
fiziologiji ljudskog organizma. Funkcionalna snimanja mozga ve¢ su nekoliko godina
standardne tehnike kojima se mjeri mozdana funkcija, ili preciznije, mozdana aktivnost u
jasno odredenim mozdanim dijelovima izazvana specificnim mentalnim funkcijama. Metode
funkcionalne neurovizualizacije najcesce se koristi u kognitvnim neuroznanostima, iako moze
imati 1 znacajnu klinicku upotrebu. U neurobioloskim znanstvenim istraZivanjima najvise se
koriste citogeneticke 1 imunohistokemijske metode. DosadaSnje analize 1 istrazivanja
neurodegenerativnih  bolesti, potpomognute razli¢itim mikroskopskim i biokemijskim
istrazivanjem, uvelike su pridonijela poboljSanju lije¢enja bolesnika i smanjenju simptoma, ali
ne jo§ i njihovom potpunom nestanku. Znanstvenici vjeruju kako ¢e daljnim istrazivanjem
razli¢itth imunohistokemijskih metoda do¢i do otkrivanja novih terapija i1 spoznaja o

degeneracijama na mozgu.
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