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Sažetak 

 
Parkinsonova bolest (PB) je drugo po učestalosti neurodegenerativno oboljenje, 

koje karakteriše progresivna degeneracija i smrt dopaminergičkih (DA) neurona 

substantiae nigrae (SN) pars compacta, koji učestvuje u kontroli pokreta. Iako je 

etiologija PB u velikoj meri i dalje nedovoljno razjašnjena, rezultati brojnih 

eksperimentalnih studija, ukazali su da bi oksidativni stres, disfunkcija mitohondrija i 

ćelijskih sistema uključenih u homeostazu proteina, mogli biti odgovorni za 

degeneraciju i smrt DA neurona u SN. Ispitivanje uticaja neurotoksina MPP+ na 

neurone, je do danas ostao jedan od najznačajnijih modela za proučavanje molekularnih 

mehanizama oštećenja i smrti neurona. Cilj ovog istraživanja je bio da se ispita uloga 

oksidativnog stresa, kao i signalnih puteva unutarćelijsog energetskog senzora, adenozin 

monofosfatom aktivirane kinaze (AMPK), protein kinaze B/Akt - medijatora rasta i 

preživljavanja ćelija, autofagije, kao i njihovih interakcija, u modelu oštećenja neurona 

delovanjem MPP+. Istraživanje je sprovedeno na modelu ćelijske linije humanog 

neuroblastoma SH-SY5Y. 

Primena MPP+ je dovela do dozno i vremenski-zavisnog pada vijabiliteta i 

fragmentacije DNK, kome su prethodili porast oslobađanja superoksidnog anjona i 

depolarizacija unutrašnje mitohondrijalne membrane, kao i rana aktivacija signalnih 

puteva AMPK i Akt kinaze. Primena  antioksidanasa, N-acetil cisteina ili butiliranog 

hidroksianizola, dovela je do delimičnog smanjenja citotoksičnog delovanja MPP+, koji 

je bio praćen padom nivoa aktivacije AMPK i Akt kinaze. Genska ili farmakološka 

inhibicija AMPK kinaze rezultirala je povećanom osetljivošću ćelija na MPP+, uz 

smanjenje aktivacije Akt kinaze, dok je farmakološka aktivacija AMPK rezultirala 

poboljšanim preživljavanjem ćelija tretiranih MPP+ toksinom. U uslovima 

farmakološke ili genske inhibicije Akt kinaze, ćelije su ispoljavale veću osetljivost na 

štetno dejstvo MPP+ toksina, uz povećanu produkciju superoksidnog anjona. Imunoblot 

analiza uticaja MPP+ na aktivnost mTOR signalnog puta, najvažijeg regulatora 

autofagije u ćeliji, pokazala je da MPP+ indukuje kasnu inhibiciju mTOR kompleksa 1 

(mTORC1), kao i porast prevođenja proteina LC3-I (engl. Microtubule associated 

protein 1 light chain 3, LC3) u oblik vezan za autofagozome, LC3-II, što ukazuje na 



 
 

indukciju mTORC1-zavisne autofagije. Međutim, istovremeni porast koncentracije 

proteinskog supstrata autofagije, sekvestozoma-1/p62 kao i smanjenje u nivou proteina 

markera lizozoma (LAMP-1), i zastupljenosti vezikula kiselog sadržaja, ukazuju da je 

indukcija autofagije bila udružena sa smanjenjem autofagnog fluksa. Činjenica da je 

primena farmakoloških inhibitora autofagije dovela do povećanja štetnog efekta MPP+ 

toksina na ćelije neuroblastoma, ukazuje na protektivnu ulogu autofagije u ovom 

modelu.  

Zaključak ovog istraživanja je da signalni put AMPK ima protektivnu ulogu u 

modelu oštećenja ćelija izazvanom MPP+, i da mehanizam neuroprotekcije uključuje 

ranu aktivaciju protein kinaze B/Akt i njenu ulogu u antioksidativnoj zaštiti, kao i kasno 

pokretanje mTORC1-zavisne citoprotektivne autofagije. Iz svega navedenog možemo 

zaključiti da bi modulacija aktivnosti AMPK/Akt signalnog puta i autofagije mogla biti 

potencijalna meta za postizanje neuroprotektivnih efekata, čijom aktivacijom bi se 

mogao smanjiti stepen oštećenja i smrti dopaminergičkih neurona u Parkinsonovoj 

bolesti. 

Ključne reči: Parkinsonova bolest, MPP+, AMPK, Akt, autofagija, oksidativni stres, 

mitohondrije 

Naučna oblast: Medicina 

Uža naučna oblast: Molekularna medicina  

UDK broj: 



 
 

Summary  

 
Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease 

characterized by the progressive degeneration and demise of the dopaminergic (DA) 

neurons in the substantia nigra (SN) pars compacta, part of the midbrain. Even though 

the etiology of PD is still insufficiently elucidated, research results implicate that 

oxidative stress, mitochondrial dysfunction and impairment of proein homeostasis 

cellular play an important role in DA neurons' degeneration and cell death. The MPP+ 

neurotoxic model has been widely used in study of molecular mechanismsm of neuronal 

demise in PD. The aim of this study was to assess the interaction between the signaling 

pathways of the main intracellular energy sensor, adenosine monophosphate activated 

kinase (AMPK), prosurvival protein kinase B/Akt, oxidative stress and autophagy in the 

effect of parkinsonian neurotoxin 1-methyl-4-phenyl piridinium (MPP+) The study was 

conducted on SH-SY5Y human neuroblastoma cell line. 

MPP+ caused the dose- and time- dependent decrease in cell viability and DNA 

fragmentation, preceded by increase in superoxide production (2 h) and subsequent 

inner mitochondrial membrane depolarization (8 h), accompanied by early activation of 

AMPK and Akt signaling pathways. The reactive oxygen species (ROS) scavengers, N-

acetyl-L-cysteine and butylated hydroxyanisole partially alleviated the MPP+-induced 

cell death, causing decrease in phosphorylation levels of both AMPK and protein kinase 

B/Akt. Pharmacological or genetic AMPK inhibition further potentiated MPP+-induced 

ROS production and cell death, and diminished Akt phosphorylation, whereas AMPK 

activation exerted protective effects against MPP+-induced toxicity. Nevertheless, 

pharmacological or genetic inactivation of Akt caused an increase in MPP+-initiated 

oxidative stress and neurotoxicity, but failed to affect AMPK activation. Furthernore, 

MPP+ treatment at later time-points (16-24 h) inhibited the main autophagy repressor, 

mammalian target of rapamycin (mTOR), which was accompanied by the increased 

levels of the autophagy marker, microtubule-associated protein 1 light-chain 3B. On the 

other hand, the concentration of a selective autophagic target, sequestosome-1/p62,  

were increased in MPP+-treated cells, while levels of lysosomal-associated membrane 

protein 1 and cytoplasmic acidification were reduced, which suggested that MPP+-



 
 

induced autophagy was associated with a decrease in autophagic flux. However, as 

further pharmacological inhibition of autophagy resulted in higher sensitivity of 

neuroblastoma cells towards MPP+-induced death, it can be concluded that autophagy 

plays a protective role in the MPP+ neurotoxicity.  

In conclusion, the results of this study demostrate that AMPK signaling pathway 

plays a protective role on MPP+-induced neuronal demise, and that this protective 

effect depends on the  early activation of protein kinase B/Akt and its antioxidant 

activity, along with the late induction of cytoprotective autophagy. Taken together, 

these findings indicate that modulation of AMPK/Akt signaling pathway and autophagy 

could be potential target for neuroprotection, hopefully elleviating demise of SN 

dopaminergic neurons in Parkinson's disease  

Keywords: Parkinson's disease, MPP+, AMPK, Akt, autophagy, oxidative stress, 

mitochondria  

Research area: Medicine 

Research field: Molecular medicine 

UDC number: 
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1.1. Parkinsonova bolest 

 

Parkinsonova bolest (PB) je drugo po učestalosti hronično, neurodegenerativno 

oboljenje, odmah posle Alchajmerove bolesti. Javlja se u oko 1-2% populacije starije od 

60 godina (1). PB  karakteriše progresivna degeneracija i smrt dopaminergičkih neurona 

substantia nigra pars compacta (SNpc), usled koje dolazi do pojave kardinalnih, 

motornih znakova PB – bradikinezije, rigora i tremora, dok se posturalna nestabilnost 

javlja u kasnijim fazama bolesti (2).  

Vrlo brzo je postalo jasno da klinička slika PB prevazilazi prisustvo samo 

motornih simptoma i eksluzivno oštećenje dopaminergičkog neurotransmiterskog 

sistema. Naime, danas je poznato da se u sklopu bolesti mogu javiti i brojni nemotorni 

fenomeni, kao i to da bolest zahvata i sve druge neurotransmiterske sisteme 

(serotonergički, holinergički, adrenergički itd.). Takođe, brojne studije su pokazale i to 

da nije reč o tihom izumiranju neurotransmiterskih struktura, već da poremećaji u 

funkciji ne-dopaminergičkih sistema imaju izvestan klinički doprinos u vidu duge, 

premotorne faze bolesti (2,3). Tokom premotorne faze bolesti, mogu se javiti i 

nespecifični poremećaji poput kognitivnih i psihijatrijskih, zatim poremećaj spavanja, 

autonomne disfunkcije, depresije, apatije, ahedonije (4,5). Ovi nespecifični poremećaji 

čine integralni deo PB, međutim, ukoliko se jave kao izolovani, samo na osnovu njih je 

nemoguće postaviti dijagnozu bolesti.  

Na PB se danas više ne gleda kao na jedinstven neurološki entitet, već kao na 

najčešći uzrok kliničkog sindroma – parkinsonizma, u čijoj osnovi leži poremećaj 

nigrostrijatnih dopaminergičkih mehanizama, koji nastaju usled pojačanog, 

nefiziološkog pražnjenja dopaminergičkih sinapsi, blokade dopaminskih receptora u 

strijatumu, gubitka dopaminergičkih neurona, snižene koncentracije dopamina i 

degeneracije nervnih završetaka u strijatumu (2). Međutim, podaci u literaturi govore da 

više od 70% ukupnih slučajeva parkinsonizma zapravo predstavlja primarni 

parkinsonizam ili idiopatsku Parkinsonovu bolest (u daljem tekstu Parkinsonova bolest), 

dok oko 20% čine parkinsonizam-plus sindromi, parkinsonizam u okviru neke druge 

neurodegenerativne bolesti (poput Hantingtonove ili Alchajmerove bolesti), psihogeni 
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parkinsonizam i sekundarni, simptomatski ili stečeni parkinsonizam (medikamentozni, 

toksični, vaskularni i sl.) (2). Sa druge strane, kod oko 5 do 10% pacijenata je utvrđeno 

da postoji nasledna komponenta, odnosno da je reč o familijanom obliku PB (6). 

Uprkos razvoju različitih dijagnostičkih metoda, dijagnoza PB je i dalje pre 

svega klinička. Najšire korišćeni kriterijumi za postavljanje dijagnoze PB, su prisustvo 

bradikinezije i barem još jednog od tri kardinalna znaka - rigora, tremora u miru i/ili 

posturalne nestabilnosti (7).  

 

1.1.1. Istorijat Parkinsonove bolesti 

 

PB je prvi opisao engleski lekar James Parkinson početkom XIX veka u svojoj 

monografiji “An Essay on the Shaking Palsy” (8). On je posmatrao mali broj pacijenata 

i opisao motorne simptome bolesti poput tremora, smanjenja mišićne snage i nagnutosti 

tela prema napred. Prvi naziv bolesti bio je Paralysis agitans koji se zadržao sve do 

kraja XIX veka, kada je, u čast Parkinsona, predloženo da bolest bude nazvana po 

njemu. U Srbiji je PB prvi put opisao Laza Lazarević 1887. u članku u Srpskom arhivu 

(2). Početkom XX veka, Friedrich Heinrich Lewy je opisao sferična, citoplazmatska, 

eozinofilna tela u histopatološkim preparatima tkiva mozga bolesnika sa simptomima 

PB. U njegovu čast, te inkluzije su nazvane Levijeva tela (u daljem tekstu LT). Danas, 

LT smatramo nalazom koji je karakterističan za PB, ali ne i patognomoničan. Krajem 

XX veka utvrđeno je da se LT dominantno sastoje od proteina α-sinukleina (αSYN) (9). 

Pored αSYN, u LT se mogu naći i drugi proteini poput ubikvitina, neurofilamenta, 

proteina toplotnog stresa (engl. Heatshock protein, Hsp), α–tubulina, GPR37 i drugih 

(9). Nekoliko godina nakon što su po prvi put opisana LT, Konstantin Tretiakoff je 

1919. godine post mortem analizom tkiva mozga obolelih od PB, pokazao da dolazi do 

gubitka neurona  u regionu SN (10). Dalja istraživanja tokom ’50. i ’60. godina XX 

veka, pokazala su da strijatum sadrži visoku koncentraciju dopamina, kao i da oboleli 

od PB imaju sniženu koncentraciju dopamina u kaudatusu i putamenu (11,12). Ova 

saznanja su bila osnova da se prekursor dopamina, levo-DOPA (L-DOPA), primeni kao 

terapija pacijenata obolelih od PB (13). 
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1.1.2. Etiologija PB  

 

PB danas smatramo multifaktorijalnim oboljenjem, u čijem nastanku ulogu 

imaju kompleksna interakcija genetičkih i sredinskih faktora (14). Uprkos brojnim 

metodološkim problemima, epidemiološke studije pokazale su se kao vrlo korisne u 

rasvetljavanju enigme etiologije PB. Starenje se smatra svakako najznačajnijim 

faktorom rizika za nastanak bolesti (15). Upravo iz toga razloga, Quinn i saradnici su 

predložili klasifikaciju bolesti prema starosnom uzrastu u kom se bolest javlja: (i) 

juvenilni parkinsonizam, ukoliko se znaci bolesti jave pre dvadesete godine života; (ii) 

PB sa ranim početkom (engl. young onset), ukoliko se prvi simptomi bolesti jave između 

dvadesete i četrdesete godine života; (iii) dok se klasična PB javlja posle četrdesete, a najčešće 

nakon pedesete godine života (16). Danas je poznato da fenomen starenja čini kompleksan 

niz događaja na svim nivoima, molekulskom, ćelijskom i tkivnom, usled čega dolazi do 

promena u ćelijskim procesima (15,17). Neuronsko tkivo je, u odnosu na druga tkiva, 

posebno osetljivo na promene izazvane starenjem (18). Još od pedesetih godina prošlog 

veka, kada je prvi put definisana slobodnoradikalska teorija starenja (19,20), postalo je 

jasno da bi uloga oksidativnog stresa mogla igrati jednu od ključnih uloga u 

neurodegenerativnim procesima koji se javljaju u starijoj životnoj dobi, i to iz više 

razloga. Naime neuroni su metabolički vrlo aktivne ćelije, sa malim energetskim 

depoima i visokim nivoom oksidativnih procesa tokom kojih se obezbeđuje energija 

neophodna za održavanje složenih metaboličkih procesa. Takođe, neurone karakteriše i 

niska aktivnost enzima antioksidativne zaštite i visoka koncentracija jona gvožđa. 

Upravo zbog takvih ćelijskih i metaboličkih karakteristika u neuronima tokom života 

može doći do akumulacije oksidativnih oštećenja  biomakromolekula, kao i do oštećena 

mehanizama reparacije. Kumulativni efekat ovakvih oštećenja u neuronima u 

kombinaciji sa sredinskim i naslednim faktorima, može predstavljati osnov za razvoj PB  

(15,17).  

Drugi najznačajniji faktor rizika je postojanje pozitivne porodične anamneze.  I 

pre nego što su bile moguće genetičke analize, kod jednog broja pacijenata primećeno je 

da se bolest javlja češće u porodici. Devedesetih godina prošlog veka istraživači su 

pokušali da identifikuju gene koji bi mogli biti odgovorni za nastanak PB (21,22). Da 

nasledni faktori, mogu predstavljati faktor rizika za PB, prvi put su pokazali 
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Polymeropoulos i saradnici 1997. genetičkom analizom jedne italijanske i tri grčke 

porodice koje nisu bile u srodstvu. Sve četiri porodice su imale veliki broj obolelih od 

PB, sa tipičnom patologijom i nalazom LT (22). Tada je analizom vezanosti čitavog 

genoma (engl. Genome-wide linkage), indentifikovana tačkasta mutacija u genu za α-

sinuklein, gde je alanin na poziciji 53 zamenjen treoninom (A53T), a lokus u kom se 

nalazi gen za α-sinuklein, SNCA, označen je sa PARK1. Od otkrića gena za α-sinuklein, 

broj mapiranih PARK lokusa je nastavio da raste do danas (23). Tako su studije 

genetičke asocijacije u čitavom genomu (engl. Genome-wide association studies 

(GWAS)), otkrile čak 23 monogenske mutacije u porodicama kod kojih je 

parkinsonizam dominantan ili konzistentan znak (24). Međutim, kao što smo već 

pomenuli, jasna genetička povezanost između bolesti i mutacije u određenom PARK 

genu, koji se nasleđuje autozomalno dominantno ili recesivno, je pokazana u samo 5 do 

10% ukupnih slučajeva klasične i PB sa ranim početkom (25). Danas se smatra da je 

genetička etiologija PB takođe multifaktorijalna, da se ogleda u složenoj interakciji 

uticaja različitih faktora sredine na ekspresiju pojedinih gena (25). Upravo iz tog 

razloga, kao i duge premotorne faze bolesti, etiologija PB je do danas ostala u velikoj 

meri nedovoljno razjašnjena. 

Slučajno otkiće osamdesetih godina prošlog veka, kada je grupa mladih, 

intravenskih narkomana razvila tešku formu PB nakon zloupotrebe dezmetilprodina, 

navelo je istraživače da toksini, kao spoljašnji faktor, mogu dovesti do oštećenja DA 

neurona. Nakon tog otkrića, brojne analitičke epidemiološke studije pokazale da 

izloženost pojedinim pesticidima, herbicidima, različitim industrijskim hemikalijama i 

sintetičkim opijatima mogu biti faktor rizika za nastanak PB. Tako je meta-analiza 19 

studija o povezanosti PB i pesticida, ukazala da ispitanici iz ruralnih, poljoprivrednih 

područja, koji konzumiraju bunarsku vodu i koji su bili izoženi pesticidima, imaju skoro 

2 puta veći rizik da obole od PB u odnosu na ispitanike iz urbanih sredina, koji nisu bili 

izloženi pesticidima (26). Takođe, na animalnim modelima je primećeno da pojedini 

herbicidi, poput parakvata, ili pesticidi, poput rotenona, izazivaju oštećenje DA neurona 

koje je posredovano indukcijom oksidativnog stresa i disfunkcijom mitohondrija, baš 

kao što je bio slučaj i sa toksinom MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) 

(27,28). Ovi modeli su prvi ukazali da disfunkcija mitohondrija i oksidativni stres imaju 

značajnu ulogu u nastanku PB. Pored toga, brojne epidemiološke studije su pokazale da 
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kofein i nikotin, u izvesnoj meri smanjuju rizik od nastanka PB (29–33). Najpre je u 

britanskoj prospektivnoj kohortnoj studiji primećena negativna povezanost (34), koja je 

potvrđena i u drugim studijama na velikim kohortama (35,36). Ovakav rezultat bi se 

mogao objasniti na nekoliko načina: da nikotin iz cigareta kod pušača stimuliše lučenje 

dopamina, zatim da nikotin ima određena antioksidativna svojstva ili da utiče na 

aktivnost monoamin oksidaze B (MAO B) koja je uključena u katabolizam dopamina 

(37). Pored nikotina, nekoliko velikih prospektivnih kohortnih studija je utvrdilo da 

postoji takođe obrnuta veza između konzumacije kafe i nastanka PB, a da je za to 

najverovatnije odgovoran kofein, koji bi mogao imati antiapoptotsko dejstvo u DA 

neuronima (38). Na kraju, u ispitivanju etiologije PB ispitivan je i uticaj nutritivnih 

faktora. Tako je pokazano da vitamin B3 i B5, askorbinska kiselina, orašasto voće, 

mediteranska ishrana i zeleni čaj smanjuju rizik od nastanka PB (29–33). 

 

 

1.1.3. Molekularni mehanizmi uključeni u neurodegenerativne procese u PB 

 

Uprkos brojnim studijama sprovedenim u poslednjih 50 godina, rezultati 

istraživanja nisu uspeli da pruže nedvosmislen odgovor na pitanje koji procesi dovode 

do odumiranja dopaminergičkih neurona u SN (2). Pretpostavlja se da je u osnovi 

patološkog procesa u PB složena interakcija naslednih i sredinskih činilaca (39). Pored 

starenja, koje je najznačajniji faktor rizika za nastanak bolesti, otkriće neurotoksina i 

monogenskih mutacija, doveli su do proboja u razumevanju molekularnih događaja koji 

prethode degeneraciji DA neurona u PB. Rezultati brojnih in vitro, in vivo i genetičkih 

studija, ukazali su da oksidativni stres, disfunkcija mitohondrija i oštećenje sistema za 

razgradnju (proteina i oštećenih organela) imaju značajnu ulogu u patogenezi PB (Slika 

1).  
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*Preuzeto i prilagođeno iz reference (40). 

 

1.1.3.1. Uloga oksidativnog stresa u degeneraciji neurona u PB 

 

Kao što smo već pomenuli, neuroni su izuzetno sintetski aktivne ćelije, koje po 

pravilu, usled nedostatka energetskih depoa, energiju crpe iz oksidativnih procesa koji 

se odvijaju u mitohondrijama. Imajući u vidu da se u dopaminergičkim neuronima 

odvija metabolizam dopamina, koji sam po sebi može biti izvor slobodnih kiseoničnih 

radikala (ROS), u prisustvu visoke količine jona gvožđa i niskog nivoa enzima 

antioksidativne zaštite, ne iznenađuje činjenica da su DA neuroni posebno osetljivi na 

Slika 1. Molekularni mehanizmi uključeni u neurodegenerativne procese 

u PB. Oštećenje sistema za razgradnju proteina, poremećaj homeostaze jona 

Ca
2+
, povećana produkcija ROS i mitohondrijalna disfunkcija predstavljaju 

ključne događaje koji indukuju degeneraciju DA neurona u PB. Utvrđeno je 

da su DA neuroni posebno osetljivi na oksidativna i mitohodrijalnim 

neurotoksinima-indukovana oštećenja zbog visokih energetskih zahteva, 

metabolizama DA i sniženog nivoa enzima antioksidativne zaštite. Pored 

toga, genetičke studije su pokazale da u porodicama sa naslednim oblikom 

PB postoje čak 23 monogenske mutacije, i da se mnoge od njih mogu dovesti 

u direktnu vezu sa pravilnom funkcijom ili dinamikom mitohondrija i 

povećanim oksidativnim stresom. DJ-1 – PARK7 (engl. Parkinson disease 

protein 7); ΔΨ-potencijal mitohondrijalne membrane; LRRK2 (engl. Leucine-

rich repeat kinase 2); αSYN (engl. Alpha-synuclein); PINK1 (engl. PTEN-

induced kinase 1). 
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oksidativna oštećenja. Pored toga, epidemiološkim studijama je utvrđeno da starenje 

predstavlja najveći faktor rizika za nastanak PB. Još od sedamdesetih godina prošlog 

veka, kada je revidirana slobodnoradikalska teorija starenja, smatra se da ROS i stepen 

oštećenja mitohondrija imaju veliku ulogu u procesu starenja (20). Takođe, poznato je 

da tokom starenja dolazi do nakupljenja različtih oksidativnih oštećenja na proteinima, 

DNK i lipidima, usled čega može doći i do oštećenja sistema za razgradnju proteina i 

organela. Pored toga, tokom procesa starenja dolazi i do oštećenja reparacionih 

mehanizama. Kao rezultat svega toga, na ćelijskom nivou dolazi do povećanog 

oksidativnog stresa i do promena u mitohondrijalnoj aktivnosti. DA neuroni su, upravo 

zbog svojih prethodno pomenutih metaboličkih i funkcionalnih karakteristika,  posebno 

osetljivi na oksidativna oštećenja i disfunkciju mitohondrija, što čini region SN 

vulnerabilnim i može predstavljati osnov za razvoj PB. 

Potvrda ovakve hipoteze usledila je najpre osamdesetih godina prošlog veka, 

otkrićem neurotoksina poput MPTP/MPP+, rotenona i parakvata. Njihovom primenom 

je na različitim eksperimentalnim modelima pokazano da oksidativni stres i disfunkcija 

mitohondrija mogu dovesti do degeneracije i smrti DA neurona. Kasnije, otkrićem 

različitih genskih lokusa koji se mogu dovesti u vezu sa nasledim oblicima PB, postalo 

je jasno da, pored disfunkcije mitohondrija, i poremećaj u funkcionisanju ćelijskih 

sistema za homeostazu i razgradnju proteina takođe mogu imati značajnu ulogu u 

nastanku PB. 

Obdukcione analize tkiva mozga pacijenata obolelih od PB, pokazale su visok 

nivo oksidativnog stresa u DA neuronima usled povećane koncentracije slobodnih 

kiseoničnih radikala (engl. Reactive oxygen species, ROS) i kod sporadične i kod 

familijarne forme PB (41–43). ROS su slobodni radikali kiseonika, koji imaju jedan ili 

više nesparenih elektrona, što ih čini vrlo reaktivnim. Javljaju kako u fiziološkim, tako i 

u patološkim stanjima i posebno su skloni reakcijama sa ćelijskim makromolekulima 

(44). U mitohondrijama, u lancu prenosilaca elektrona (LPE), može doći do “curenja” 

izvesne količine elektrona tokom reakcije redukcije molekulskog kiseonika do vode. Na 

ovaj način mogu da nastanu superoksidni radikal, H2O2 i hidroksilni radikal (OH
-
). 

Kako su ćelije konstantno  izložene dejstvu slobodnih radikala poreklom iz 

metaboličkih procesa ali i iz spoljašnje sredine, tokom evolucije došlo je do razvoja 

efikasnih i složenih sistema antioksidativne zaštite. Pod pojmom sistema 
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antioksidativne zaštite smatraju se različiti egzogeni ili endogeni mehanizmi, kojima se 

sprečavaju ili popravljaju oštećenja izazvana oksidativnim stresom u ćeliji. 

Unutarćelijski, endogeni mehanizmi antioksidativne zaštite, mogu se podeliti na 

enzimske, poput superoksid dismutaze 1 i 2 (SOD1,2), katalaze, glutation peroksidaze, 

kao i na neenzimske mehanizme, poput glutationa (GSH), NADPH, koenzima Q-10 

(CoQ10) (45). Imajući u vidu da svaka biološka jedinka u sebi nosi visok stepen 

individualne fenotipske varijabilnosti, ne iznenađuje činjenica da među jedinkama 

postoji i fenotipska razlika u efikasnosti endogenih antioksidativnih mehanizama u 

odgovoru na oksidativni stres, što određuje i ukupan stepen nastalih oksidativnih 

oštećenja. Dakle, sposobnost nekog orgnizma da se izbori sa oksidativnim oštećenjem 

ne zavisi samo od količine ROS kojima je izložen, već i od sposobnosti sistema 

antioksidativne zaštite da spreči ili popravi oštećenja biomakromolekula. Efikasnost 

unutarćelijskih enzimskih i neenzimskih antioksidativnih sistema u PB, moguće je 

indirektno proceniti u post mortem uzorcima pacijenata, merenjem koncentracije 

proizvoda lipidne peroksidacije, oksidacije proteina i DNK (42,43,46–51). 

Oksidativni stres se definiše kao poremećaj ravnoteže u produkciji ROS i 

ćelijskog antioksidativnog kapaciteta (52). DA neuroni su posebno prijemčivi za 

oksidativna oštećenja zbog osobenosti metabolizma (sinteze i razgradnje) dopamina, 

niske koncentracije enzima antioksidativne zaštite i visokog sadržaja gvožđa u SN (44).  

U procesu sinteze i razgradnje DA, ROS mogu nastati delovanjem enzimskih ili 

ne-enzimskih mehanizama. Obično se aminokiselina L tirozin (Tyr) smatra početnim 

supstratom u sintezi dopamina u dopaminergičkim neuronima. Uz pomoć molekulskog 

O2 i u prisustvu kofaktora tetrahidrobiopterina, enzim tirozin hidroksilaza (TH), uvodi 

hidroksilnu grupu u fenolni prsten L tirozina u neuronima i prevodi ga u L-3,4-

dihidroksi fenilialanin (levo-DOPA, L-DOPA). L-DOPA se potom, pod dejstvom 

citoplazmatskog enzima dekarboksilaze aromatičnih aminokiselina (engl. Aromatic L-

amino acid decarboxylase, AACD) i u prusustvu kofaktora piridoksal fosfata, prevodi u 

dopamin (Slika 2). Svaka reakcija u kojoj učestvuje molekulski O2 predstavlja 

potencijalno mesto rizika za nastanak ROS, pa tako i sama sinteza dopamina može biti 

izvor oksidativnog stresa. Nakon sinteze, DA se posredstvom vezikularnog 

monoaminskog transportera 2 (VMAT2) odlaže u sinaptičke vezikule do otpuštanja u 

sinaptičku pukotinu, iz koje se odstranjuje preko dopaminskog transportera (DAT), 
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nakon čega se DA ili ponovo skladišti u sinaptičke vezikule ili se razgrađuje do 

homovanilinske kiseline. Tokom katabolizma DA nastaje H2O2 kao nusproizvod, koji 

dalje može dovede do oksidacije tiolnih grupa proteina i da na taj način uzrokuje 

oštećenje proteina u ćeliji (53).  

Drugi razlog zbog kog su DA neuroni posebno osetljivi na oksidativni stres je 

nagomilavanje gvožđa u SN (54–58). Gvožđe se u tkivima nalazi uglavnom u formi 

Fe
3+

, dok je vrlo reaktivno Fe
2+

 manje zastupljeno. U SN Fe
3+

 se visokim afinitetom 

vezuje za neuromelanin i redukuje do Fe
2+

. Kod pacijenata obolelih od PB, pokazano je 

da izostaje kompenzatorni porast feritina koji bi trebao da veže višak Fe
2+

 (55,59). Fe
2+

 

zajedno sa, već pomenutim nusproizvodom metabolizma dopamina, H2O2 može ući u 

Fentonovu reakciju, tokom koje se stvara izuzetno toksičan hidroksilni radikal (60). 

Takođe, slobodan DA u citoplazmi je sklon autooksidaciji pri fiziološkom pH. 

Tada dolazi do produkcije O-hinona i slobodnih radikala. Ciklizacijom lanca O-hinona 

nastaje aminohrom, prekursor neuromelanina (Slika 2) (61). Zecca i saradnici su 

pokazali da je upravo neuromelanin jedan od glavnih aktivatora mikroglije i 

neuroinflamacije koja može da dodvede do smrti neurona (62). 
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1.1.3.2. Disfunkcija mitohondrija 

 

Mitohondrije su ćelijske organele sa dvoslojnom membranom, organizovane u 

vrlo dinamičnu tubularnu mrežu. Sadrže haploidni genom, koji se replicira nezavisno od 

jedarne DNK i faze ćelijskog ciklusa (63). Ove organele su specijalizovane za vršenje 

procesa aerobne oksidativne fosforilacije, tokom koje dolazi do biosinteze ATP. Pored 

Slika 2. Metabolizam dopamina. Monoamin oksidaza (MAO) katalizuje 

reakciju oksidativne deaminacje DA. Ovo je dvostepena reakcija, u kojoj 

najpre dolazi do stvaranja imina uz redukciju flavinskog kofaktora (FAD), a 

zatim ne-enzimskom reakcijom nastaju amonijak i 3,4-

dihidroksifenilacetaldehida – (DOPAL), dok se redukovani FAD oksidiše do 

FAD+ uz nastanak H2O2. DOPAL se dalje aldehid dehidrogenazom prevodi 

do 3,4-dihidroksifenil sirćetnu kiselinu (DOPAC), iz koje će kasnije uz 

uvodjenje jedne metil grupe nastati homovanilinska kiselina. H2O2 sa Fe
2+

 

može da uđe u Fentonovu reakciju, dajući toksični hidroksilni radikal i vrlo 

reaktivno Fe
3+
. Pored toga na fiziološkom pH dopamin može da autooksiduje 

do O-hinona, koji je prekursor za nastanak aminohroma i neuromelanina, ili 

do 6-OHDA i da tako indukuje porast oksidativnog stresa. 
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toga, mitohondrije imaju vrlo značajnu ulogu u procesu apoptoze i u brojnim drugim 

ćelijskim procesima.  

Mitohondrijalna DNK (mtDNK) je smeštena u mitohondrijalnom matriksu. 

Poznato je da sadrži samo 37 gena, od kojih 13 gena kodira neke od proteina 

mitohondrijalnih kompleksa I-V, 2 gena koji kodiraju subjedinice mitohondrijalne 

ribozomalne RNK i 22 gena koji kodiraju mitohondrijalne transportne RNK (64). Ostale 

proteinske komponente mitohondrijalnih kompleksa i sistema za translaciju 

mitohondrijalni proteina kodira jedarna DNK (65). mtDNK je posebno osetljiva na 

oštećenja nastala oksidativnim stresom, pre svega jer se nalazi u neposrednoj blizini 

LPE, ne sadrži histone i ima manje enzima za reparaciju oštećenja od jedarne DNK 

(66).  

Svakako najvažnija funkcija ovih organela je sinteza ATP koja se dešava na 

unutrašnjoj membrani mitohondrija u kojoj je smešten LPE, izgrađen od nekoliko 

katalitičkih proteinskih kompleksa i ATP sintaze, koji zajedno predstavljaju sistem za 

oksidativnu fosforilaciju (67). LPE je odgovoran za mitohondrijalnu respiraciju i sintezu 

ATP (65). LPE čine kompleksi I-IV i oni omogućavaju transport elektrona do krajnjeg 

akceptora, molekularnog kiseonika (O2), koji se redukuje do vode (H2O). Transport 

elektrona je omogućen postojanjem razlika u redoks potencijalu kompleksa I, III i IV 

(68). Kompleks I ili NADH dehidrogeneza, je flavoprotein i najveći kompleks u LPE. 

Sastoji se od 45 subjedinica, od kojih je samo 7 kodirano od strane mtDNK, dok su 

ostale kodirane jedarnom DNK (67,69). NADH dehidrogeneza (Kompleks I ili NADH-

koenzim Q oksidoreduktaza) katalizuje prvi korak u LPE, to je zapravo mesto 

reoksidacije NADH. NADH predaje dva elektrona, koji se prenose do koenzima Q10 

(CoQ10), ubihinona. Ubihinon se potom oksiduje u ubihinol, predajući dva elektrona  

kompleksu III. Kompleks II ili sukcinat dehidrogenaza, je najmanji kompleks TLE i on 

povezuje ciklus trikarboksilnih kiselina (engl. Tricarboxylic acid cycle, TCA) sa LPE. 

Tom prilikom dolazi do oksidacije sukcinata do fumarata, uz predaju dva elektrona 

CoQ10, koji dalje prenosi elektrone do kompleksa III. Mitohondrijalne ROS najčešće 

nastaju curenjem elektrona sa kompleksa I i III  (70–72). Kompleks III ili citohrom bc1, 

dalje prevodi elektrone sa redukovanog CoQ10 do citohroma C (engl. Cytochrome C, cyt 

C), koji se nalazi na spoljašnjoj strani unutrašnje membrane mitohondrija i povezuje 

komplekse III i IV. Kompleks IV ili citohrom C oksidaza (engl. Cytochrome C oxidase, 
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COX), predstavlja poslednji kompleks LPE i omogućava bezbednu redukciju O2 do 

H2O (68). 

Tokom transporta elektrona, kompleksi I, III i IV, istovremeno ispumpavaju 

protone (H
+
) u međumembranski prostor i tako formiraju elektrohemijski membranski 

potencijal, čiju energiju koristi ATP sintaza za sintezu ATP (engl. Adenosine 

triphosphate, ATP).  

Mitohondrije su, zbog svoje specifične građe, metaboličke aktivnosti i funkcije, 

podložne egzogenim i endogenim oštećenjima. U slučaju energetskog stresa 

indukovanog mitohondrijalnim oštećenjem, takve mitohondrije se otklanjaju iz 

mitohondrijalne mreže procesom koji se naziva mitofisija, a potom selektivno 

razgrađuju mitofagijom (73). Ukoliko su delimično oštećene mitohondrije, dolazi do 

njihove fuzije i komplementacije kako bi prevazišle oštećenja i nastali energetski stres 

(74). Svi ovi procesi su pod kontrolom evolutivno konzerviranih GTPaza iz dinamin 

superfamilije proteina. Tako mitofisiju kontrolišu Drp1 (engl. Dynamin-related protein 

1), Mff (mitohondrijalni fisioni faktor) i Mfp1 (mitohondrijalni fisioni protein 1), dok je 

process mitofuzije kontrolisan  Mfn1/2 (mitofuzinom1/2) i Opa1 (engl. Optic atrophy 1) 

(74).  

Otkriće 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) i rasvetljavanje 

mehanizma njegovog toksičnog dejstva u DA neuronima SN, podstaklo je istaživače da 

ispitaju da li sličan deficit aktivnosti kompleksa I postoji i kod pacijenata sa 

sporadičnim tipom PB. Post-mortem analize su pokazale da ovakav deficit postoji i kod 

pacijenata u SN, ali i u nekim drugim tkivima (75). Pored ovoga, ustanovljeno je da 

inhibicija kompleksa I dovodi do produkcije slobodnih radikala i sledstvene indukcije 

oksidativnog stresa, ali i da oksidativni stres može da izazove disfunkciju kompleksa I.  

Kako i sporadična i familijarna forma PB, dele iste značajne kliničke, patološke 

i biohemijske osobine, postalo je jasno, da bi, obe forme bolesti, mogle da dele i iste 

molekularne mehanizme koji indukuju oštećenja DA neurona SN. Utvrđeno je da neke 

od monogenskih mutacija, tipičnih za familijarni tip PB, dovode do disfunkcije 

mitohondrija, porasta oksidativnog stresa i smanjenja kapaciteta mitohondrija za 

proizvodnju ATP, usled poremećaja u procesima poput mitofagije, mitofuzije i fisije 

(24,76) (Tabela 1.).  
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Simbol OMIM Klinička slika Gen Tip nasleđivanja 

PARK1 168601 Rani početak bolesti SNCA AD 

PARK2 600116 Rani početak bolesti Parkin AR 

PARK5 191342 tipična PB UCHL-1 AD 

PARK6 605909 Rani početak bolesti PINK1 AR 

PARK7 606324 Rani početak bolesti DJ-1 AR 

PARK8 607060 tipična PB LRRK2 AD 

PARK9 606693 Kufor-Rakebov sindrom ATP13A2 AR 

PARK13 606441 tipična PB HTRA2 AR 

PARK17 614203 tipična PB VPS35 AD 

*Preuzeto i prerađeno iz reference (24) 

 

1.1.3.3. Oštećenje sistema za razgradnju proteina 

 

Integritet ćelijskih procesa zavisi od održavanja proteostaze. U ćeliji postoji 

nekoliko različitih puteva kojim se otklanjaju stari proteini. Prvi od sistema uključenih u 

kontrolu kvaliteta proteina u ćeliji je ubikvitin-proteazomski sistem (UPS). UPS 

predstavlja glavni mehanizam proteolize unutarćelijskih proteina potpuno nezavisno od 

lizozoma. Njegova uloga se ogleda ne samo u proteolizi proteina koji nemaju adekvatnu 

konformaciju, već ovaj sistem kontroliše i neke od fundamentalnih procesa, poput 

regulacije progresije ćelijskog ciklusa, deobe, razvoja i diferencijacije, apoptoze, 

unutarćelijskog transporta i imunog odgovora. Centralni događaj u ovom sistemu 

predstavlja kovalentno vezivanje ubikvitina (Ub) za proteine koji su oštećeni, 

oksidovani, imaju pogrešnu konformaciju ili su regulatorni proteini koje ćelija mora da 

ukloni kako regulisala progresiju ćelijskog ciklusa (poput ciklina). Ovako Ub obeležene 

proteine prepoznaje ATP-zavisna, multikatalitička proteaza 26S proteazom (77). 

Oštećenja UPS mogu poremetiti ćelijsku homeostazu i uticati na razvoj različitih 

imunoloških i inflamatornih bolesti. Pored toga disfunkcija UPS se sve češće dovodi u 

vezu sa različitim neurodegenerativnim bolestima kod koji je primećena akumulacija i 

agregacija proteina praćena poremećajem proteostaze (78). Ukoliko je UPS oštećen ili 

Tabela 1. Česte monogenske mutacije kod pacijenata sa naslednim oblikom PB. 
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onesposobljen, ćelija će pokušati da otkloni nepoželjne proteine ili proteinske agregate 

u autofagno-lizozomalnim sistem razgradnje proteina (ALS). Danas, sve veći broj 

podataka u literaturi ukazuje da u PB postoji poremećaj u funkciji lizozoma, odnosno da 

bi se PB mogla smatrati i lizozomalnom bolešću.  

Kada je ustanovljeno da αSYN predstavlja glavnu komponentu LT u DA 

neuronima, postalo je jasno da bi prekomerna sinteza i/ili nemogućnost razgradnje 

αSYN, mogli biti odgovorni za oštećenje neurona u SN u PB. Polymeropoulos i 

saradnici su 1997. godine prvi pokazali da postoji veza između tačkaste mutacije u genu 

za αSYN i familijarne forme PB (22). Usledile su brojne genetičke studije koje su 

ustanovile da pored ove mutacije postoji još nekoliko tačkastih mutacija u genu za 

αSYN, u nekim porodicama sa naslednom formom bolesti, ali su nađene i duplikacije i 

triplikacije čitavog neizmenjenog ishodnog gena za sinuklein (engl. wild-type, wt) (79–

81). Najpre se mislilo da se wt αSYN razgrađuje delovanjem UPS, međutim, brzo je 

ustanovljeno da je osnovni mehanizam razgradnje šaperonima posredovana autofagija 

(engl. Chaperone-mediated autophagy, CMA). Za αSYN se vezuju košaperoni Hsp90, 

70 i 40 i sprovode ga do membrane lizozoma. Upravo na membrane lizozoma, αSYN 

prepoznaje i vezuje se za monomere proteina LAMP-1/2 (engl. Lysosome-associated 

membrane protein 1/2) (82,83). Ovako grupisani LAMP-1/2 monomeri formiraju poru, 

preko koje αSYN ulazi u lizozom i razgrađuje se delovanjem lizozomalnih proteaza 

(79,84). Pokazano je da se mutirane forme αSYN A53T i A30P (alanin na poziciji 53 

zamenjen je treoninom, odnosno na poziciji 30 prolinom), sa velikim afinitetom vezuju 

za monomerni LAMP-1/2, koji se međusobno povezuju ali ne formiraju poru, usled 

čega je sprečen njihov ulazak u lizozom i razgradnja. Na ovaj način remeti se i CMA u 

ćeliji, jer se remeti normalan rad lizozoma (84). Na sličan način i dopaminska 

modifikacija αSYN, kao i oksidovana forma, blokira CMA (85). Ako ćelija nije u 

mogućnosti da razgradi različite forme αSYN (wt, mutirane, oksidovane i sl.) CMA 

putem, αSYN se onda razgrađuje procesom makroautofagije, ili skraćeno autofagije, o 

kojoj će biti više reči u daljem tekstu. Ukoliko se ne otkloni iz ćelije, αSYN može imati 

štetne efekte na ćeliju. Naime, αSYN u rastvoru ne zauzima stabilnu konformaciju i 

ukoliko se nađe u povećanoj koncentraciji u nekom od ćelijskih odeljaka ili 

mikrodomena, može da poprimi strukturu β-nabrane ploče, koja ima veću sklonost ka 

agregaciji i stvaranju oligomera, od kojih su neki oblici vrlo toksični i mogu uzrokovati 
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niz oštećenja uz ćeliji (npr. fragmentacija Goldži aparata, raskidanja veze Goldži-

endoplazmin retikulum, oštećenje lizozoma, oštećenje mitohondrija itd.) (75,86).  

Mutacije u LRRK2 genu (engl. Leucine rich repeat kinase 2) su među najčešćim 

mutacijama kod nasledne forme PB (u Evropi 7% kod porodica sa dominantnim 

ispoljavanjem PB), ali se često javljaju i kod sporadičnog oblika (1-2%). LRRK2 je 

veliki protein kod kojih je idenrifikovano više od 20 promena u sekvenci u porodicama 

sa PB, ali je samo za 6 potvrđena patogenost (R1441C, R1441G, R1441H, Y1699C, 

G2019S, I2020T). Ovaj protein se takođe razgrađuje putem CMA. Kao i αSYN, 

mutirani oblici LRRK2 se vezuju za LAMP-1 i mogu dovesti do nakupljanja supstrata 

na membrani lizozoma, usled čega dolazi do inhibicije rada lizozoma i CMA (87).  

PINK1 (engl. PTEN-induced kinase 1) i Parkin proteini se vezuju za oštećene 

mitohondrije i na taj način ih obeležavaju za autofagni proces razgradnje mitohondrija – 

mitofagiju. Mutacije u ovim genima inhibiraju mitofagiju i dovode do nakupljanja 

oštećenih mitohondrija u citoplazmi (88). Pored ove dve mutacije u Parkin i PINK1 

genu, i DJ-1 mutacija je nedvosmisleno povezana sa naslednom formom PB, a sve tri 

navedene mutacije karakteriše rani početak bolesti. DJ-1 protein se nalazi kao 

homodimer u citoplazmi, međutim, u uslovima oksidativnog stresa, može se naći i u 

mitohondrijama, gde se pretpostavlja da ispoljava antioksidativnu aktivnost (89). 

Međutim, kako je ovo jedna od najređih mutacija u familijarnom obliku PB, opisana u 

svega nekoliko porodica, u literaturi postoji ograničena količina podataka u vezi sa 

kliničkom slikom i odnosom genetipa-fenotipa.  

Jedna od najskorije otkrivenih mutacija, koja se dovodi u vezu sa familijarnom 

formom PB, je u genu za VSP35 (engl. Vacuolar protein sorting-associated protein 35). 

VSP35 protein je odgovoran za retrogradni transport proteina od endozoma ka 

Goldžijevom aparatu. Mutacije u ovom genu mogu da poremete distribuciju 

lizozomalnih hidrolaza i da tako uzrokuju disfunkciju lizozoma i autofagije (90).  

Pored mutacija u genima za αSYN, PINK-1, Parkin, LRRK2, za koje se danas 

zna da su povezani sa naslednim oblikom PB, kao i da remete normalnu funkciju 

autofagno-lizozomskog sistema razgradnje, ustanovljeno je da se još neke mutacije 

mogu dovesti do povećanog rizika za razvoj PB. Tako je pokazano da mutacije u genu 

za lizozomalnu ATPazu13A2 i u genu za glukocerebrozidazu, dovode do poremećene 

funkcije lizozoma, i da nose povećani rizik za razvoj PB (91,92).  
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Kao rezultat oštećenja ALS, u DA neuronima dolazi do nakupljanja oštećenih 

i/ili štetnih proteina, proteinskih agregata i disfunkcionalnih mitohondrija, usled čega 

može doći do degeneracije i smrti DA.  

 

1.2. Modaliteti ćelijske smrti dopaminergičkih neurona 

1.2.1. Uloga apoptoze u oštećenju i smrti dopaminergičkih neurona  

 

Hronične neurodegenerativne bolesti, u koje spada i PB, karakteriše dugotrajna i 

tiha ćelijska smrt - apoptoza (93). Apoptoza predstavlja programiranu, evolutivno 

konzerviranu i genetički determinisanu ćelijsku smrt (94), koja ima za cilj održavanje 

homeostaze tkiva. Takođe, apoptoza ima i odbrambenu funkciju u imunološkim 

reakcijama ili u otklanjanju oštećenih ćelija (95).  

Proces apoptoze je složen, energetski zavisan i koordinisan aktivacijom 

proteolitičkih enzima kaspaza, koje pripadaju familiji cistein-proteaza (96). Kaspaze se 

u ćeliji nalaze u formi neaktivnih prekursora - proenzima, i mogu se podeliti na tri 

kategorije: inicijatorske, efektorne i inflamatorne kaspaze (96). Dinamika uključivanja 

kaspaza u process apoptoze zavisi od načina njene aktivacije.  

Postoje dva osnovna puta aktivacije apoptoze – spoljašnji ili put receptora smrti 

i unutrašnji ili mitohondrijalni put (Slika 3.). Apoptoza posredovana receptorom najpre 

aktivira inicijatorsku kaspazu 8 preko domena smrti, koja dalje aktivira efektorske 

kaspaze 3 i 7, dok mitohondrijalni put aktivacije apoptoze aktivira kaspazu 9, kao 

inicijatorsku (96). Mitohondrijalni put pokreću stimulusi poput hipoksije, radijacije, 

različitih toksina i slobodnih radikala. Pored ovih, postoje i stimulusi koji ostvaruju 

negativan efekat svojim prisustvom na indukciju unutrašnjeg puta apoptoze kao što su 

faktori rasta, citokini i hormoni, tako da se u slučaju njihovog odsustva, pokreće 

apoptoza (97). Prisustvo pozitivnih i odsustvo negativnih stimulusa, mogu da dovedu do 

otvaranja mitohondrijalne pore (98). Kontrolu i regulaciju otvaranja mitohondrijalne 

pore vrši familija Bcl 2 proteina (engl. B cell lymphoma 2). Unutar ove familije proteina 

nalaze se proteini  sa pro-apoptotskom (Bcl 10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, Blk, 

Puma i Noxa) ali i sa anti-apoptotskom funkcijom (Bcl 2, Bcl x, Bcl XL, Bcl XS, Bcl 

W, BAG) (99). Dimerizacija Bcl 2 pro-apoptotskih proteina na mitohondrijalnoj 
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membrani dovodi do otvaranja mitohondrijanih pora, gubitka transmembranskog 

potencijala mitohondrija i do oslobađanja jednog od dve grupe proapototskih proteina – 

Cyt C-SMAC/DIABLO-HtrA2/Omi i AIF-endonuleaza G-CAD (engl. Apoptosis-

inducing factor, AIF, engl. Caspase-activated DNase, CAD). Cyt C se vezuje i aktivira 

Apaf-1 (engl. Apoptotic protease activating factor 1) i pokreće kaskadnu reakciju 

aktivacije kaspaza. Najpre aktivira kaspazu 9 i sa njom formira proteinski kompleks - 

apoptozom. Aktivirana kaspaza 9 potom aktivira efektorsku kaspazu 3, dok se 

SMAC/DIABLO i HtrA2/Omi vezuju za protein koji inhibiraju apoptozu - (engl. 

Inhibitors of apoptosis proteins, IAP) (100,101).  

Do otpuštanja druge grupe proapototskih proteina, AIF-endonuleaza G-CAD, 

dolazi u kasnijim fazama apoptoze. One svoje dejstvo ostvaruju u nukleusu, gde dovode 

do kondenzacije hromatina i fragmentacije DNK (102–104).  

Ćelije koje umiru apoptozom prolaze specifične morfološke promene, gube 

volumen, dolazi do kondenzacije i fragmentacije hromatina i do stvaranja apoptotskih 

tela. Apoptotska tela predstavljaju delove citoplazme sa gusto pakovanim organelama, 

obavijene očuvanom ćelijskom membranom na čijoj površini se nalazi fosfatidilserin, 

koji predstavlja signal za prepoznavanje od strane fagocita (105). Na ovaj način, gotovo 

da nema zapaljenske reakcije, jer apoptotične ćelije ne ispuštaju svoj unutarćelijski 

sadržaj u medjućelijski prostor, a makrofagi brzo fagocituju apoptotska tela (106,107). 

Danas postoje brojne potvrde iz različitih studija koje ukazuju na značaj 

apoptoze u etiologiji PB. In vitro modeli PB sa dopaminom i neurotoksinima, 6-OHDA 

(6-hidroksi dopamin) i MPTP/MPP+, pokazali su karakteristične biohemijske, 

histohemijske i morfološke promene tipične za apoptozu u različitim neuronskim 

ćelijskim linijama (108–111).  
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* Preuzeto i prilagođeno iz reference (97). 

 

1.2.2. Uloga neapoptotskih puteva u oštećenju i smrti dopaminergičkih 

neurona  

Krajem prošlog veka definisana su tri osnovna modaliteta ćelijskog umiranja: 

apopotoza, autofagija i nekroza, međutim danas se zna da pojedini tipovi ćelijskog 

umiranja prevazilaze okvire ove podele (112). Tako se u studijama istraživanja različitih 

eksperimentalnih neurotoksičnih modela pored apopotoze, autofagije i nekroze, mogu 

naći i novi modaliteti ćelijskog umiranja poput feroptoze ili piroptoze.  

Pored apoptoze, autofagija može biti i alternativni put programirane ćelijske 

smrti tipa II, međutim to nije njena glavna funkcija (više o autofagiji u poglavlju 1.3.). 

Citotoksična autofagija se javlja u slučaju kada je apoptozna mašinerija onesposobljena, 

kada oštećenje prevlada ćelijske reparacione mehanizme ili u slučaju kada je autofagija 

neadekvatno ili preterano aktivirana (114). Tako su Arsikin i saradnici pokazali da 6-

Slika 3. Najznačajniji događaji u apoptozi 
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OHDA indukuje citotoksičnu autofagiju na SH-SY5Y ćelijskoj liniji humanog 

neuroblastoma (113). 

Nomenklatura tipova ćelijskog umiranja je, kao što je već prethodno pomenuto, 

više puta revidirana. Danas sve tipove ćelijskog umiranja možemo zapravo podeliti 

samo na dva osnovna podtipa – slučajnu ili akcedentalnu ćelijsku smrt i regulisanu. Pod 

akcedentalnim tipom ćelijske smrti smatramo nekrozu. Do njene trenutne, ireverzibne 

indukcije dolazi u patološkim stanjima usled delovanja jakih noksi, fizičkih i hemijskih 

oštećenja. U pitanju je inflamatorni proces, bez prisustva posebnih hemijskih ili 

morfoloških distinkcija. U literaturi se mogu naći podaci da akutni tretman MPTP 

toksinom indukuje nekrozu u DA tkivu kod miša (114). Pored toga, u literaturi se 

takođe mogu naći podaci koji govore da različiti neurotoksini mogu indukovati 

aktivaciju tzv. regulisane nekroze – nekroptoze (115–118). Nekroptozu karakteriše 

povećanje volumena ćelije i mitohondrija koje je praćeno narušavanjem integriteta 

njihovih membrana, usled čega dolazi do izlivanja sadržaja mitohondrija i drugih 

unutarćelijskih molekula u vanćelijski matriks, među njima i tzv. DAMP molekula 

(engl. Damage-associated molecular pattern). DAMP molekuli kada se nađu van ćelije 

bivaju prepoznati od strane antigen-prezentujućih ćelija i dovode do njihove aktivacije 

uz indukciju imunološkog odgovora (119,120). Tokom indukcije nekroptoze dolazi 

najpre do aktivacije receptora smrti, ukoliko je apoptoza iz nekog razloga 

onemogućena, i do formiranja nekroptozoma koji se sastoji od FADD, kaspaze 8, RIP 1 

i 3 (engl. Receptor-interacting protein 1and 3) i MLKL proteina (engl. Mixed-lineage 

kinase domainlike pseudokinase) (121). Upravo RIP 3-posredovana aktivacija 

pseudokinaze MLKL dovodi do narušavanja membranskog integriteta i izlivanja DAMP 

molekula iz ćelije (121). Brojne studije su pokazale da upravo oksidativni stres, 

disfunkcija mitohodrija i porast koncentracije jona Ca
2+

 u citoplazmi mogu dovesti do 

indukcije nekroptoze (122). Imajući u vidu da većina neurotoksina upravo na taj isti 

način indukuje degeneraciju i smrt DA neurona, ne iznenađuju podaci dobijeni u 

studijama sa MPTP i 6-OHDA, ali i rezultati dobijeni ispitivanjem cerebrospinalne 

tečnosti i uzoraka moždanog tkiva pacijenata obolelih od PB. Naime, u ovim studijama 

je  pokazano prisustvo nekroptoze u DA neuronima (115–118). 

Pored apoptoze, autofagije, nekroze i nekroptoze u pojedinim studijama 

pokazano je prisustvo feroptoze i piroptoze. Reč je takođe o regulisanim tipovima 
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ćelijskog umiranja, gde u slučaju feroptoze dolazi do indukcije smrti indukovane  

jonima gvožđa, odnosno kaspaze 1 u slučaju piroptoze. Feroptoza je nezavisna od 

aktivacije kaspaza i karakteriše je smanjenje koncentracije glutationa, lipidna 

peroksidacija, smanjenje zapremine mitohondrija, kondenzacija hromatina, povećanje 

ćelijskog volumena i na kraju pucanje plazma membrane (123). U slučaju piroptoze 

pokazano je da inflamacija ima ključnu ulogu u pokretanju ovog tipa regulisanog 

ćelijskog umiranja. Iako je poznato da ćelijska izloženost patogenu dovodi do aktivacije 

inflamazoma,  koji dalje aktivira kaspazu 1 i pokreće piroptozu, u pojedinim modelima 

PB je pokazano da su amiloid β i fibrilarni αSYN, u odsustvu patogena, sposobni da 

aktiviraju inflamazom i kaspazu 1 (124,125). 

 

1.3. Autofagija  

 

Autofagija je koordinisan katabolički process, tokom kog dolazi do razgradnje 

proteinskih agregata i oštećenih organela. Autofagija se javlja kako na bazalnom nivou 

u fiziološkim uslovima, tako i u uslovima ćelijskog i metaboličkog stresa, ali i u slučaju 

infiltracje patogena (126). Do danas su opisana tri osnovna tipa autofagije: 

makroautofagija (u daljem tekstu autofagija), mikroautofagija i autofagija posredovana 

šaperonima (CMA). Pored važne uloge u rastu, razvoju i održavanju homeostaze (127), 

autofagija može biti i alternativni put programirane ćelijske smrti tipa II. Citotoksična 

autofagija se javlja u slučaju kada je apoptozna mašinerija onesposobljena, kada 

oštećenje prevlada ćelijske reparacione mehanizme ili u slučaju kada je autofagija 

neadekvatno ili preterano aktivirana (128).  

Glavna morfološka karakteristika ćelija kod kojih je autofagija indukovana je 

stvaranje autofagozoma, vezikula sa dvoslojnom membranom, unutar kojih se nalazi 

citoplazmatski sadržaj obeležen za razgradnju (129,130). Autofagija je evolutivno 

konzerviran i koordinisan proces kod svih eukariota i odvija se u nekoliko faza (Slika 

4). Najpre dolazi do stvaranja autofagozoma kroz fazu inicijacije, nukleacije, ekspanzije 

i maturacije. Zreli autofagozomi potom fuzionišu sa lizozomom, i tada dolazi do 

razgradnje sadržaja (129,131). U inicijaciji i regulaciji ovih procesa učestvuju produkti 

ATG gena (engl. Autophagy related genes). Takođe, proces indukcije formiranja 

autofagozoma zavisi i od aktivnosti dva tipa Ser/Thr kinaza, mTOR (engl. Mechanistic 
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target of rapamycin) i ULK1 ili 2 (engl. Unc-51 like autophagy kinase 1/2) (126,132). 

U fiziološkim uslovima mTOR inhibira aktivaciju ULK kinaza i na taj način reguliše 

indukciju autofagije, dok se u uslovima ćelijskog i metaboličkog stresa, u slučaju 

deprivacije nutritienata, hipoksije, pada koncentracije ATP i narušene homeostaze Ca
2+

, 

aktivira AMPK (engl. 5' AMP-activated protein kinase, AMPK) koja suprimira mTOR 

aktivnost, fosforilacijom Raptor i TSC2 proteina (133–135).  Aktivirana AMPK kinaza 

inicira stvaranje autofagozoma, fosforiliše ULK1 (na Ser317, 555 i 777) (136), Atg9 

(137,138) i Beklin1-VPS34-VPS15-Atg14L-Atg101 kompleks  (139,140).  Pored toga 

AMPK povećava aktivnost transkripcionog faktora EB (TFEB), koji pozitivno reguliše 

transkripciju gena uključenih u autofagno-lizozomske puteve razgradnje, kao i 

biogenezu samih lizozoma (141–143). Pored toga, ULK fosforiliše i Ambra1 protein 

(engl. Beclin 1-regulated autophagy protein 1) i stimuliše translokaciju PI3K (engl. 

Phosphatidylinositol 3-kinase) kompleksa na membranu endoplazmatičnog retikuluma, 

koja će postati membrana novog autofagozoma (129). PI3K kompleks se sastoji od 

PI3K, Atg14L, VPS34, VPS15 i Beklin1 proteina i njegov osnovni zadatak je da vrši 

kontrolu nukleacije i elongacije pre-autofagozomne membrane (126,144). U ovom delu 

membrane u nastajanju, dolazi do produkcije i ugradnje PI3 fosfata, dok u kasnijim 

fazama rasta i sazrevanja autofagozoma učestvuju dva ubikvitinu slična konjugaciona 

sistema: Atg12-Atg5-Atg16L i Atg4-LC3 (129). Atg4 je proteolitički enzim koji LC3 

(engl. Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3) prevodi u solubilnu formu 

LC3-I. Posredstvom Atg12-Atg5-Atg16L kompleksa, LC3-I se dalje konjuguje sa 

fosfatidiletanolamidom (engl. Phosphatidylethanolamine, PE) do LC3-II (145). LC3-II 

ne samo da dalje stimuliše ekspanziju membrane, već omogućava i selektivno 

prepoznavanje citoplazmatskog sadržaja za razgradnju obeleženog proteinima p62 i 

NBR1 (engl. Neighbor of BRCA1 gene1) (144,146). I p62 i NBR1 prepoznaju 

ubikvitinom obeležen citoplazmatski materijal. Zreli autofagozom se transportuje duž 

mikrotubula do lizozoma, sa kojim fuzioniše i formira autofagolizozom. U njemu dolazi 

do digestije unutarvezikularnog sadržaja, dejstvom kiselih hidrolaza u uslovima niskog 

pH (126).  

Gotovo svi molekularni mehanizmi koji mogu da dovedu do PB, poput oštećenja 

mitohondrija i nakupljanja proteinskih agregata, su u određenoj meri povezani sa 

autofagijom. Pored toga, pokazano je da mutacije u PINK-1 i Parkin genu otežavaju 
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proces mitofagije (147,148), kao i da mutacije u PINK-1 i DJ-1 snižavaju bazalnu 

autofagiju (149,150), dok mutacije u LRRK2 dovode do nakupljanja autofagnih 

vezikula (151). Takođe, postoje brojni podaci da neurotoksini mogu da indukuju 

autofagiju, koja se u nekim studijama pokazala kao citoprotektivna, a u drugim 

citotoksična (113,152–156).  

Imajući u vidu energetske zahteve neurona i složenost metaboličkih procesa koji 

se u njima dešavaju, postalo je jasno da bi autofagija mogla imati značajnu ulogu u 

patogenezi PB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Slika 4. Indukcija autofagije, formiranje autofagolizozoma. U uslovima metaboličkog stresa 

AMPK kinaza inhibira mTOR. Pored toga, AMPK inicira stvaranje autofagozoma aktivacijom 

ULK1 kompleksa i stimuliše formiranje PI3K kompleksa. Tokom sazrevanja, autofagozom 

prolazi nekoliko faza: inicijaciju, nukleaciju, ekspanziju, elongaciju i maturaciju. Zreli 

autofagozomi fuzionišu sa lizozom, dajući autofagolizozom, u kom se posredstvom kiselih 

hidrolaza, razgrađuje sadržaja vezikula. 
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1.4. Uloga protein kinaza u neurodegeneraciji u Parkinsonovoj bolesti 

 

Orkestriran proces signalne transdukcije u ćeliji predstavlja složenu, evolutivno 

konzervisanu i vrlo kompleksnu interakciju razlicitih signalnih molekula, uključujući 

protein kinaze, fosfataze i fosfoprotein-interagujućih domene. Potein kinaze imaju 

važnu ulogu u kontroli veoma značajnih ćelijskih procesa kako u fiziološkim, tako i u 

patološkim stanjima. U fiziološkim uslovima protein kinaze regulišu procese poput 

proliferacije, diferencijacije, imunološkog odgovora, migracije, preživljavanja i 

regulacije genske ekspresije (157). Na ovaj način ćelija je u mogućnosti da na 

dinamičan, reverzibilan i pre svega adekvatan način odgovori na različite stimuluse iz 

spoljašnje ili unutrašnje sredine. Rezultati do kojih se došlo poslednjih decenija, 

ukazuju da bi istraživanje uloge protein kinaza u PB moglo doprineti boljem 

razumevanju molekularnih mehanizama koji prethode degeneraciji DA neurona, ali i da 

bi pojedine kinaze mogle biti mete u razvoju novih terapijskih pristupa u lečenju. 

Neuroni su izuzetno metabolički aktivne ćelije, kod kojih, u uslovima metaboličkog i 

oksidativnog stresa, dolazi do aktivacije različitih signalnih puteva uključenih u procese 

održanja energetske homeostaze i antioksidativne zaštite. Među njima se posebno 

izdvajaju tri evolutivno konzervirane Ser/Thr kinaze: protein kinaza aktivirana adenozin 

monofosfatom (AMPK), mTOR i protein kinaza B/Akt (Slika 5.). 

Protein kinaza aktivirana adenozin monofosfatom je centralni unutaćelijski 

energetski senzor čija je osnovna funkcija održavanje energetske homeostaze u ćeliji. 

AMPK je heterotrimer, koji se sastoji od jedne katalitičke, α i dve regulatorne 

subjedinice, β i γ. Do danas je opisano po dve izoforme α i β subjedinice i tri izoforme γ 

subjediinice (158). Ova različitost se objašnjava širokim spektrom dejstva metaboličke 

regulacije AMPK u različitim tkivima (159,160).  

Kao što i samo ime kaže, vezivanjem adeninskih nukleotida, pre svega AMP, ali 

i ADP, za γ subjedinicu, dolazi do alosterne aktivacije enzima. Na taj način se povećava 

kinazna aktivnost AMPK deset puta (161). Pored toga, alosterna promena konformacije 

promoviše fosforilaciju Thr172 na α subjedinici i produžava poluživot aktivirane 

AMPK, jer štiti pThr172 od delovanja fosfataza (161–163). Fosforilacija Thr172 je vrlo 

bitna, jer bez nje AMPK je praktično enzimski neaktivna (164). Do danas je 

indentifikovano nekoliko kinaza koje mogu da fosforilišu i aktiviraju AMPK, od kojih 
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su najbitnije tri: (1) LKB1 (engl. Liver kinase B1) koja aktivira AMPK u usled 

nedostatka glukoze u ćeliji; (2) CaMKKβ (Ca
2+
/kalmodulin zavisna kinaza β) koja se 

aktivira u uslovima porasta unutarćelijske koncentracije Ca
2+

 i TAK1 (engl. 

Transforming growth factor-activated kinase-1) koja aktivira AMPK u odgovoru na 

brojne citokine, usled inflamacije ili prijema apoptotskih signala (164). Sa druge strane, 

kinaznu aktivnost AMPK inhibiraju dve protein fosfataze PP2A i PP2C (engl. Protein 

Phosphatase 2A i Protein Phosphatase 2C) tako što defosforilišu Thr172 (165,166). 

Jednom aktivirana AMPK pokreće niz kataboličkih procesa i inhibira anaboličke, kako 

bi obezbedila neophodnu energiju ćeliji za preživljavanje (167) (Slika 5.). 

Sinteza proteina je jedan od najvažnijih, ali i energetski najzahtevnijih 

anaboličkih procesa u ćeliji. mTORC1 ima važnu ulogu u koordinaciji translacione 

mašinerije kao i u inhibiciji autofagije. U uslovima energetskog stresa AMPK inhibira 

mTORC1 i sintezu proteina, indukuje formiranje autofagozomskog kompleksa 

fosforilacijom ULK1/2, Atg9 i Beklin1, stimuliše biogenezu lizozoma preko TFEB 

(136–140), i takođe pospešuje i transkripciju i replikaciju mtDNK, fosforilacijom 

transkripcionog faktora PGC1α (engl. Peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma coactivator 1-alpha), čiji je jedan od supstrata i TFAM (engl. Mitochondrial 

transcription factor A) (168). Pored toga, u uslovima mitohondrijalnog stresa, AMPK 

kontroliše i mitohondrijalnu dinamiku, fosforiliše Mff i preko PGC1α stimuliše brojne 

procese poput: mitofuzije, mitofisije i mitofagije, tako što indukuje transkripciju Drp1 i 

Mfn1/2 (164) (Slika 5.).  

U kontekstu PB, neke studije su pokazale da bi aktivacija AMPK mogla imati 

protektivno dejstvo, jer bi tako pokrenula autofagno otklanjanje proteinskih agregata iz 

oštećenih mitohondrija (164). Takođe, pokazano je da aktivacija AMPK u uslovima 

oksidativnog stresa može da aktivira PGC1α i FOXO3 (engl. Forkhead box O), koji 

regulišu biogenezu mitohondrija i transkripciju enzima antioksidativne zaštite, kao što 

su glutation i enzimi uključeni u njegov metabolizam (glutation peroksidaza i glutation 

reduktaza), superoksid dismutaza (SOD) i katalaza (169).  
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Kao što je već pomenuto, mTOR je još jedna važna Ser/Thr kinaza. Ova kinaza 

učestvuje u građi dva proteinska kompleksa mTORC1 i mTORC2, koji se razlikuju 

kako po građi, tako i po funkciji koju obavljaju u ćeliji. U građu oba kompleksa pored 

mTOR kinaze ulaze i DEPTOR (engl. DEP domain containing mTOR-interacting 

protein), mLST8 (engl. Mammalian lethal with sec-13 protein 8) i Tti1/Tel2 kompleks 

(engl. TELO2 Interacting Protein 1 / telomere maintenance 2) (170). Pored ovih 

proteina u mTORC1 ulaze i PRAS40 (engl. Proline-rich Akt substrate 40 kDa) i Raptor 

(engl. Regulatory-associated protein of mammalian target of rapamycin), dok u 

Slika 5. Uloga protein kinaza u neurodegeneraciji u PB. Regulacija aktivnosti 

Ser/Thr protein kinaza u neuronima je od izuzetnog značaja u uslovima 

metaboličkog stresa. AMPK, kao centralni energetski senzor održava 

energetsku homeostazu u ćeliji. U ćeliji se aktivira usled porasta nivoa AMP 

ili jona Ca
2+

, tokom inflamacije,  kao i  usled pada nivoa glukoze. AMPK, 

Raptor- i TSC2-posredovanom mTORC1 inhibicijom, stimuliše 

mitofagiju/autofagiju, aktivacijom TFEB, VPS34, Beklin1, ATG9 i ULK1 

kompleksa. Sa druge strane, Akt kinaza, inhibitornom fosforilacijom PRAS40 

i TSC2 proteina, aktivira mTORC1. Akt kinazu aktiviraju faktori rasta, 

citokini, hormone ali ROS. Pored toga, poznato je da Akt kinaza ima 

inhibitorno dejstvo na proapototske protein. Da bi Akt kinaza imala potpunu 

enzimsku aktivnost, neophodno je da bude fosforilisana na dva mesta, na Thr 

308, posredstvom PDK1 kinaze, i na Ser 473 posredstvom mTORC2 kinaze. 

Odnos AMPK i Akt kinaze, do danas nije u potpunosti razjašnjen. 
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kompleks 2 ulaze Rictor (engl. Rapamycin-insensitive companion of mTOR), mSin1 

(engl. Mammalian stress-activated map kinase-interacting protein 1) i Protor1/2 (engl. 

Protein observed with rictor 1 and 2) (170).  U odgovoru na energetski status ćelije, 

faktore rasta, aminokiseline i koncentraciju kiseonika, mTORC1 upravlja ćelijskim 

rastom, diferencijacijom i ima ključnu ulogu u kontroli biosinteze proteina, jer reguliše 

sintezu ribozoma i translaciju proteina (171). Naime, on fosforiliše ribozomalnu p70 S6 

kinazu i 4E-BP1 (engl. Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1) 

(170,172). Fosforilacija 4E-BP1 dovodi do dislokacije 4E-BP1 sa eIF4E (engl. 

Eukaryotic translation initiation factor 4E), i omogućava asocijaciju eIF4E sa eIF4G i 

započinje translaciju iRNK (173). Takođe, mTOR kinaza u fiziološkim uslovima 

fosforiliše ULK1 na Ser757 i na taj način onemogućava AMPK-zavisnu aktivaciju 

ULK1 kompleksa i indukciju autofagije (136) (Slika 5.).  

mTORC2 u odgovoru na faktore rasta, takođe reguliše preživljavanje,  

metabolizam i učestvuje u organizaciji citoskeleta. On aktivira nekoliko nishodnih 

kinaza PKB/Akt, PKCα i SGK1 (engl. Serum- and glucocorticoid-induced protein 

kinase 1) (174).  

U uslovima metaboličkog stresa, kao što su hipoksija ili smanjena koncentracija 

ATP-a, AMPK inhibira mTORC1 preko TSC2, kao i inhibitornu fosforilaciju Raptor 

proteina (134,170). Ukoliko je AMPK duže vremena aktivirana, to može dovesti do 

produžene inhibicije mTORC1-zavisne sinteze proteina, usled čega može doći do 

smanjenja integriteta i plastičnosti sinapsi i degeneracije DA neurona (175–177). 

Pokazano je da aktivacija AMPK dovodi do inhibicije mTORC1 signalnog puta 

fosforilacijom TSC2 (engl. Tuberous Sclerosis Complex 2) na barem dva mesta Ser1387 

i Thr1271 (178),  koji potom stimuliše hidrolizu GTP (engl. Guanosine-5'-triphosphate) 

vezanog za RHEB (engl. Ras homolog enriched in brain) u GDP (engl. Guanosine 

diphosphate) i na taj način inhibira RHEB-zavisnu aktivaciju mTORC1 signalnog puta 

(179). Nasuprot tome, Akt kinaza fosforiliše TSC2 na Ser 939 i Thr 1462 i na taj način 

inhibira njegovu GTPaznu aktivnost, usled čega se otklanja inhibitorno dejstvo RHEB-

GDP, i favorizuje stvaranje RHEB-GTP-zavisna aktivacija mTORC1 signalnog puta 

(133) (Slika 5.).  

PKB/Akt je treća, važna Ser/Thr kinaza, koja učestvuje u regulaciji 

metabolizma, ćelijskog rasta i preživljavanja, sinteze proteina i apoptoze (180). Akt 
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kinazu stimulišu faktori rasta, citokini, hormoni, ali i različiti stresori, poput slobodnih 

kiseoničnih radikala (180,181). Akt se aktivira posredstvom lipidne kinaze PI3K, koja 

fosforiliše PIP2 (engl. Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) do PIP3 (engl. 

Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate), koji vezuje citoplazmatski Akt za ćelijsku 

membranu. Tada, posredstvom PDK1 kinaze (engl. Phosphoinositide dependent kinase 

1), dolazi do fosforilacije Thr 308 u katalitičkom domenu Akt, koja omogućava i drugu 

fosforilaciju Ser 473, nakon koje Akt stiče punu kinaznu aktivnost vrsta  (180). Za tu 

drugu fosforilaciju Akt, odgovoran je mTORC2 (182). Aktivirana Akt kinaza reaguje sa 

velikim brojem supstrata u citoplazmi i nukleusu. Neki od nishodnih proteina Akt 

signalnog puta su uključeni u metabolizam glukoze, kao što su GLUT4 (engl. Glucose 

transporter type 4), IRS1 (engl. Insulin receptor substrate 1) i GSK3β (engl. Glycogen 

synthase kinase 3 beta), drugi su uključeni u sintezu proteina poput PRAS40 i TSC2 

(aktiviraju mTORC1 signalnog puta), dok jedna grupa proteina direktno inhibira 

proapoptotske proteine poput ASK1 (engl. Apoptosis signal-regulating kinase 1), BAD 

i prokaspazu 9 (183).  

Do danas je pokazano da aktivacija Akt signalnog puta učestvuje u regulaciji 

razvoja DA neurona u SN postnatalno, kao i da stimuliše grananje i regeneraciju aksona 

(184,185). Sa druge strane, histopatološke analize moždanog tkiva su pokazale 

smanjenu aktivnost Akt signalnog puta kod obolelih od PB u odnosu na zdrave kontrole 

(186,187). Takođe, podaci dobijeni iz različitih genetičkih i neurotoksičnih studija, 

ukazuju da Akt ima značajnu ulogu u protekciji i preživljavanju DA neurona. Tako je u 

eksperimentima sa MPTP na miševima sa homozigotnom delecijom u  DJ-1 genu (DJ-

1
-/-

), pokazano da virusnom transfekcijom dodatne kopije Akt gena, wt Akt, dolazi do 

spašavanja od MPTP, dok se to kod kontrolnih, DJ-1
-/-

, bez dodatka wt Akt, ne dešava 

(188). Druga studija je pokazala da se injektovanjem virusnog vektora sa kontstitutivno 

aktivnom formom Akt, inhibira citotoksični efekat 6-OHDA u DA neuronima miša in 

vivo (189).  

Ono što ostaje nejasno, jeste odnos između AMPK i Akt, dve, na prvi pogled, 

kinaze suprotnog dejstva, u uslovima oksidativnog i metaboličkog stresa. Novije studije 

ukazuju da bi mogla postojati uzajamna regulacija ova dva signalna puta (190).  
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1.5. Eksperimentalni modeli PB 

 

Potpuno novu dimenziju u istraživanju etiologije, patologije i molekularnih 

mehanizama uključenih u degeneraciju neurona u PB omogućio je slučajan nalaz 

meperidinskog analoga MPTP i otkriće monogenskih mutacija u porodicima sa 

naslednim oblikom parkinsonizma. Poslednje tri decenije istraživači su upotrebom 

ćelijskih modela uspeli da identifikuju pojedinačne događaje na molekularnom nivou 

koji mogu da dovedu do degeneracije DA neurona, dok su primenom različitih 

animalnih modela uspeli da reprodukuju gotovo sve odlike PB. Primena 

eksperimentalnih modela se takođe pokazala kao vrlo korisna u ispitivanju novih lekova 

i terapijskih strategija (2,191).  

Metode genetičkog inžinjerstva omogućile su istraživačima da naprave ćelijske 

linije i transgene životinje koje u sebi nose monogenske mutacije koje se direktno 

dovode u vezu sa naslednim oblicima PB, poput mutacija u SNCA genu za α-sinuklein 

(A53T, A30P), PINK1, PARKIN, LRRK2 i DJ-1. Ovi modeli se uglavnom koriste da bi 

se ispitao značaj i efekat mutacije na molekularne i biohemijske puteve u DA 

neuronima.  

 

1.5.1. Neurotoksični (hemijski indukovani) modeli PB 

 

U istraživanjima PB danas je u upotrebi nekoliko toksina koji se koriste u 

eksperimentima kako u in vitro uslovima, tako i na životinjama. Najčešće korišćeni 

toksini su: MPTP/MPP+, 6-OHDA, parakvat i rotenon (192).  

6-OHDA još pedesetih godina prošlog veka privukao pažnju istraživačima kada 

je pokazano njegovo prisustvo u mozgu i utvrđeno da moće nastati kao jedan od 

sporednih proizvoda metabolizma dopamina (193,194) (Tabela 2.). Upravo iz tog 

razloga vrlo često koristi i u in vitro i u in vivo istraživanjima PB. Primena ovog modela 

ima svoje prednosti i mane u eksperimentalnom istraživanju. Glavna mana ovog model 

sistema je invazivnost, odnosno u in vivo uslovima 6-OHDA ne prolazi krvno-moždanu 

barijeru, već se životinji mora injektovati direktno u mozak (2,191). Međutim, 

nepropustljivost krvno-moždane barijere za 6-OHDA ima i svoje eksperimentalne 

prednosti, ukoliko se toksin primeni unilateralno, druga hemisfera mozga životinje se 
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može iskoristiti kao kontrola, usled čega se izbegava eventualna fenotipska varijabilnost 

do koje može doći ako se kao kontrola koristi druga životinja.  

Parakvat (PQ) je širokoprimenjivan herbicid u poljoprivredi, koji po svojoj 

hemijskoj strukturi podseća na MPP+. Do 2013. godine je identifikovano 95 slučajeva 

PB koji su dovedeni u vezi sa izloženošću ovom toksinu (Tabela 2.) (195). 

Rotenon je, za razliku od PQ, naišao na primenu u poljoprivredi i kao herbicid i 

kao insekticid. U pitanju je prirodna supstanca koja se može izolovati iz kore različitih 

tropskih biljaka. Kako mu je poluživot u prirodi svega 3 do 5 dana i kako je reč o 

fotosenzitivnom jedinjenju, ne smatra se zagađivačem pijaće vode i poljoprivrednog 

zemljišta (Tabela 2.) (195). 

Zajednička osobina ovih toksina je da u neuronima dovode do indukcije 

oksidativnog stresa i do mitohondrijalne disfunkcije, usled čega može doći do 

degeneracije i smrti DA neurona (192). 

1.5.2. MPTP/MPP+  

 

Događaj sa kraja sedamdesetih i početka osamdesetih godina prošlog veka, kada 

je grupa mladih, intravenskih narkomana u roku od nekoliko dana nakon zloupotebe 

meperidinskog analoga, dezmetilprodina (1-metil-4-fenil-4-propionoksipiperidin 

(MPPP), razvila tešku formu PB, navela je istraživače na pretpostavku da toksini iz 

spoljašnje sredine mogu dovesti do oštećenja DA neurona (32,33). Kasnija hemijska 

analiza pokazala je da je do trovanja došlo 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinom 

(MPTP), u visokoj koncentraciji, a koji predstvalja nus proizvod reakcije sinteze 

dezmetilprodina (Slika 3.) (196,197).  

Usledila su brojna istraživanja, tokom kojih je otkriveno da je MPTP lipofilni 

pro-toksin, koji prolazi krvno-moždanu barijeru i da se u astrocitima (198), pomoću 

monoamin oksidaze B (MAO B), prevodi u toksični oblik, 1-metil-4-fenilpiridinijum 

(MPP+) (Slika 6.) (199–202). Pokazano je da MPP+ ulazi u DA neurone posredstvom 

dopaminskog transportera (DAT), gde inhibira kompleks I mitohondrija. Pored toga, 

utvrđeno je da MPP+ remeti i distribuciju DA u citoplazmi. Naime, on preko VMAT2 

ulazi u sinaptičke vezikule i interferira sa odlaganjem DA (Slika 6.) (203–208). Kao 

rezultat ovakvog dejstva, dolazi do poremećaja funkcije mitohondrija, smanjenja 

koncentracije ATP, idukcije oksidativnog stresa i smrt DA neurona (209). Slučajno 
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otkriće MPTP značajno je doprinelo rasvetljavanju molekularnih mehanizama 

uključenih u proces patogeneze u PB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Simptomi i znaci koji se javljaju nakon trovanja MPTP, izuzetno liče na 

idiopatsku PB i zbog toga se došlo na ideju da bi primena MPTP kod oglednih životinja 

mogao biti dobar model za izučavanje PB, kao i da treba ispitati mogućnost da 

izloženost egzogenim toksinim može uticati na propadanje DA neurona i samim tim 

veću učestalost oboljevanja kod takvih osoba. Međutim, ovakva tvrdnja je previdela 

nekoliko činjenica: da je nakon trovanja, u jako kratkom vremenskom intervalu, došlo 

do pojave akutne, vrlo teške kliničke slike koja odgovara terminalnoj fazi PB; da nije 

Slika 6. Metabolizam MPTP. MPTP je lipofilno jedinjenje koje 

prolazi krvno-moždanu barijeru. U glijalnim ćelijama se uz pomoć 

MAO B prevodi u MPP+, koji preko DAT ulazi u DA neurone. U 

njima MPP+ inhibira kompleks I mitohondrija, remeti odlaganje 

citoplazmatskog DA u vezikule  i indukuje porast oksidativnog stresa.  
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bilo dalje progresije oštećenja; kao i da nastala oštećenja, ne odgovaraju u potpunosti 

oštećenjima u PB, jer nije utvrđeno prisustvo LT u neuronima (2).  

I pored ovih mana, MPTP model se pokazao kao vrlo značajan u ispitivanju 

mehanizama oštećenja DA neurona u PB, jer je ukazao da oksidativni stres i disfunkcija 

mitohondrija mogu biti deo patogeneze PB. Takođe, pokazao se vrlo značajan u 

ispitivanjima potencijalnih neuroprotektivnih i terapijskih agenasa  (Tabela 2.) (197).  

 

 

 

* Preuzeto i prilagođeno iz reference (191). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Neurotoksični (hemijski indukovani) modeli PB 



 
 

2. CILJEVI 
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Imajući u vidu hipotezu da signalni putevi AMPK i PKB/Akt imaju značajnu 

ulogu u oksidativnim stresom indukovanom oštećenju ćelija humanog neuroblastoma 

SH-SY5Y neurotoksičnim agensom 1-metil-4-fenilpiridinom (MPP+), postavljeni su 

sledeći ciljevi ovog rada: 

1. Ispitati citotoksično delovanje neurotoksina MPP+ na ćelije humanog 

neuroblastoma SH-SY5Y. 

2. Ispitati uticaj MPP+ na aktivnost signalnih puteva AMPK i PKB/Akt u 

neuronima tretiranim MPP+. 

3. Ispitati ulogu AMPK i PKB/Akt signalnih puteva i njihove interakcije u 

indukciji oksidativnog stresa i ćelijske smrti u neuronima tretiranim MPP+. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

3. MATERIJAL I METODE  
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3.1. Rastvori i reagensi 

 

U izradi ovog rada korišćeni su sledeći reagensi: serum fetusa govečeta (engl. 

Fetal calf serum, FCS), medijumi za kultivaciju ćelija MEM (engl. Modified Eagle 

Medium) i Ham F12 koji su mešani u odnosu 1:1; MEM neesencijalne aminokiseline, 

L-glutamin, rastvor antibiotika i antimikotika (sve od Capricorn Scientific, 

Ebsdorfergrund, Nemačka), tripsin (Invitrogen, Paisley, Velika Britanija), 

etilendiamino-tetrasirćetna kiselina (EDTA), Tris, Tween 20, akrilamid/bisakrilamid 

(30% w/v), N,N,N',N'-tetrametiletilen-1,2-diamin (TEMED) (od SERVA, Heidelberg, 

Nemačka), LysoTracker Red DND-99, PageRuler, OPTI-MEM (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA), propidijum jodid (40 μg/ml; PI; BD Pharmingen, San Diego, 

SAD), albumin iz seruma govečeta (engl. Bovine serum albumin, BSA), MTT (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid), RNaza (50 μg/ml), dihidroetidijum 

(DHE) (20 μM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), JC-1 (5,5',6,6'-tetrahloro-1,1',3,3'-

tetraetilbenzimidazolilkarbocijanin jodid), GeneJET Plasmid Midiprep Kit (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA), dimetilsulfoksid (DMSO), 1-metil-4-fenilpiridinijum 

(MPP+), farmakološki inhibitor AMPK dorzomorfin/supstanca C (engl. Compound C, 

Comp C), antioksidansi N-acetilcistein i butilirani hidroksianizol, inhibitori autofagije 

bafilomicin A1, hlorokin, vortmanin, inhibitor fosfatidilinozitol 3 kinaze LY294002, 

tertrabutil amonijum hidrogen fosfat, fenil-metil-sulfonil-fluorid (PMSF), natrijum 

ortovanadat, natrijum fluorid, koktel inhibitora proteaza, NP-40, natrijum dodecil sulfat 

(engl. Sodium dodecyl sulfate, SDS), bromfenol plavo, amonijumpersulfat, glicin, 2-

Merkaptoetanol, Coomassie Brilliant Blue G-250, 5-aminoimidazol-4-karboksiamid 

ribonukleotid (AICAR), polietilen glikol 3350 (PEG) (sve od Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO), Akt inhibitor 10-[4′-(N,N-dietilamino) butil]-2-hlorofenoksazin hidrohlorid (10-

DEBC hidrohlorid) (Tocris Bioscience, Ellisville, MO), odmašćeno mleko u prahu 

(Carl Roth, Karlsruhe, Nemačka), metformin, ampicilin (Galenika a.d., Belgrade, 

Serbia), ekstrakt kvasca, tripton (Torlak, Srbija), glukoza, MgSO4×7H2O (Zorka Šabac, 

Srbija), CaCl2×2 (BDH, Engleska), NaCl, NaOH, MgCl (Centrohem, Srbija), metanol, 

etanol (CARLO ERBA Reagents) i zečja antitela protiv fosforilisanih i totalnih formi 

proteina Akt, AMPK, Raptor, mTOR, p70S6K, PRAS40, ULK1, 4E-BP1, LC3-II, 

LAMP-1 i β-aktina (sve od Cell Signaling Technology, Beverly, MA), p62 (Novus 
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Biologicals, Littleton, CO), kozji anti-zečji IgG konjugovan peroksidazom rena (Cell 

Signaling Technology, Beverly, MA), protein A agarozne kuglice (Cell Signaling 

Technology, Beverly, MA).  

 

3.2. Ćelijske kulture i tretmani 

 

Delovanje MPP+ neurotoksina ispitivano je na SH-SY5Y, komercijalnoj 

ćelijskoj liniji humanog neuroblastoma koja je kupljena od Evropske kolekcije ćelijskih 

kultura (European Collection of Animal Cell Cultures (Salisbury, UK). SH-SY5Y su 

gajene u inkubatoru u vlažnoj atmosferi, na temperaturi od 37 
o
C, pri koncentraciji CO2 

od 5%. Ova ćelijska linija pokazuje veliku sličnost sa dopaminergičkim neuronima, 

eksprimira tirozin-hidroksilazu, dopaminski transporter, dopaminski D2 receptor, 

dopamin-β hidroksilazu, i iz tog razloga se često koristi u toksičnim modelima 

Parkinsonove bolesti (210–212).  

Za kultivaciju SH-SY5Y ćelija, korišćen je kombinovani medijum MEM/Ham 

F12, u odnosu 1:1, obogaćen sa 10% FCS, 2 mM L-glutaminom, 1% rastvorom 

neesencijalnih aminokiselina i 1% rastvorom antimikotik/antibiotik. Po dostizanju 

konfluentnosti od 80%, SH-SY5Y ćelije su najpre prane sa PBS, zatim tripsinizirane 

pomoću 0.25% rastvor tripsina u PBS-u (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 

i 2 mM KH2PO4, pH 7,4), uz dodatak 0.02% EDTA. Po isteku inkubacije od 5 minuta, 

dodat je medijum za inhibiciju enzimske aktivnosti tripsina i ćelije su centrifugirane na 

500g. U cilju ispitivanja vijabiliteta, ćelije su zasejavane u ploče sa 96 bunara (2x10
4
 

ćelija/bunaru). Za brojanje ćelija je korišćen 0.1% rastvor boje Tripan plavo u PBS-u. 

Za analize na protočnom citofluorimetru ćelije su zasejavane u ploče sa 24 bunara 

(1,5x10
5
 ćelija/bunaru), nakon nukleoporacije ćelije su gajene u pločama sa 6 bunara, 

dok su za potrebe imunoblot analize zasejavane Petrijeve šolje prečnika 10 cm (3x10
6
 

ćelija) i tretirane 24 h nakon zasejavanja. Ploče sa bunarima i Petri šolje su nabavljene 

od Sarstedt, N mbrecht, Nemačka.  
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3.3.  Određivanje vijabiliteta ćelija 

 
Uticaj MPP+ na vijabilitet ćelija je određivan MTT testom, nakon tretmana SH-

SY5Y ćelija od 24 ili 48 h.  

MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolium bromid) test je zasnovan na 

merenju aktivnosti mitohondrijalnog enzima sukcinat dehidrogenaze. Princip ove 

analize je da je aktivnost mitohondrijalnih enzima konstantna u većini živih ćelija, tako 

da je njihova aktivnost direktno proporacionalna broju živih ćelija. Ukoliko su ćelije 

žive, mitohondrijalni enzim sukcinat dehidrogenaza redukuje tetrazolijumske soli, 

dolazi do cepanja tetrazolijumskog prstena i do pojave kristala formazana u 

mitohondrijama (213). Kristali formazana su specifično tamno obojeni i rastvaraju se u 

DMSO. Ovaj kolorimetrijski test pogodan je ne samo za određivanje broja živih ćelija, 

već i za praćenje aktivnosti njihovih mitohondrija ali i proliferacije.  

Nakon završetka inkubacije, neposredno pre dodavanje rastvora MTT, iz ploča 

je uklonjen medijum, a zatim je u bunare dodato po 50 μl rastvora MTT rastvorenog u 

medijumu (0,5 mg/ml). MTT je inkubiran 2 h. Po isteku inkubacije, supernatanti su 

odlivani, a ćelije lizirane sa DMSO. Rastvoreni kristali formazana su u bunarima davali 

ljubičastu boju, čiji je intenzitet određivan na automatskom čitaču mikrotitarskih ploča 

pri talasnoj dužini svetlosti od 570 nm (Sunrise; Tecan, Dorset, Velika Britanija). 

Intenzitet razvijene boje i odgovarajuća vrednost apsorbancije proporcionalno su broju 

živih ćelija. Vijabilnost kontrolnih, netretiranih ćelija je arbitrarno matematički 

predstavljena kao 100%, dok je vijabilnost tretiranih ćelija prikazana kao % u odnosu na 

kontrolu. IC50 (engl. Inhibitory concentration) vrednost je matematički izračunata 

pomoću GraphPad Prism programa (GraphPad Prism, trial version). IC50  vrednost je u 

stvari ona koncentracija ispitivane supstance, MPP+ toksina, koja dovodi do smanjenja 

broja živih ćelija na 50%. 

 

3.4. Fazno kontrastna mikroskopija 

 

Morfološke promene humanog neuroblastoma SH-SY5Y analizirane su na Leica 

DCF320 mikroskopu na uveličanju od 200x, uz pomoć Leica Application Suite 

software (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).  
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3.5. Protočna citofluorimetrija  

 

 

Za analizu fragmentacije DNK, produkcije slobodnih kiseoničnih radikala, kao i 

za merenje potencijala membrane mitohondrija i broja citoplazmatskih vezikula kiselog 

sadržaja u ćelijama, korišćena je metoda protočne citofluorimetrije na aparatu 

FACSCalibur (BD Biosciences, Heidelberg, Nemačka) (113,214). Svaka analiza je 

obuhvatila 10
4
 događaja/ćelija, po pojedinačnom uzorku za tretmane koji su rađeni u 

duplikatu ili triplikatu. Dobijeni podaci su analizirani korišćenjem kompjuterskog 

programa BD Cell Quest Pro. 

 

3.5.1. Analiza fragmentacije DNK 

 

Za analizu fragmentacije DNK koristili smo PI bojenje (215). Ćelije su nakon 

tretmana 2 puta oprane u 1 ml PBS, zatim resuspendovane u 300 μl PBS i fiksirane 

dodavanjem 700 μl apsolutnog etanola i ostavljene na +4 °C. Sutradan, ćelije su oprane 

u 1 ml PBS i centrifugirane na 800 g, 5 minuta. Nakon toga, ćelijski talog je 

resuspendovan u 300 μl PBS sa 0,1 % Triton X-100 deterdžentom i 1 mg/ml RNA-ze 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).  Nakon isteka inkubacije od 15 minuta na 37 °C, u 

svaku epruvetu je dodato po 0,05 mg/ml PI. Nakon 30 minuta inkubacije na 37 °C, 

uzorci su analizirani na protočnom citofluorimetru (FL2 kanal).  

PI emituje crvenu fluorescencu i vezuje se za DNK i RNK. Intenzitet crvene 

fluorescence, posle dodavanja RNaze, je direktno proporcionalan količini DNK u ćeliji. 

Količina DNK se menja kako ćelija prolazi kroz različite faze ćeljskog ciklusa. Tako, 

ćelija u G0/G1 fazi poseduje diploidnu, 2n, količinu hromozoma, tokom S faze dolazi do 

sinteze novih lanaca DNK, da bi se pred deobu ćelije, količina DNK udvostručila (4n). 

Pored analize ćelijskog ciklusa, ova metoda može se koristiti i za određivanje broja 

ćelija kod kojih je došlo do fragmentacije DNK. To su ćelije koje umiru. Naime, u 

kasnoj fazi apoptoze, endonukleaze seku DNK lance između nukleozoma, pa tako 

nastaju fragmenti DNK dužine n x 180 baznih parova. Ćelije sa fragmentisanom DNK 

se nakon bojenja PI, pri analizi na protočnom citofluorimetru vide u tzv. subG0 regionu 
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koji u vidu pika prethodi piku ćelija G0/G1 fazi ćelijskog ciklusa. Ćelije u subG0 regionu 

se smatraju mrtvim.  

 

3.5.2. Određivanje produkcije slobodnih kiseoničnih radikala 

 

Da bi se odredila ukupna produkcija superoksidnog anjona, nakon tretmana 

MPP+ toksinom, ćelije su obojene fluorescentnom bojom dihidroetidijumom (DHE). 

DHE nakon reakcije sa superoksidnim anjon radikalom daje crveni fluorescentni 

produkt etidijum, koji se umeće u DNK. Ćelije su bojene prema instrukcijama 

proizvođača. Ukratko, DHE je po isteku tretmana, dodat u bunare u kojima su 

kultivisane ćelije, u finalnoj koncentraciji 20 μM i inkubiran 30 minuta na 37 ºC. Nakon 

toga, ćelije su tripsinizirane, prebačene u FACS epruvete i centrifugirane (500 g, 5 

minuta, na sobnoj temperaturi), a zatim oprane sa 1 ml PBS. Ćelije su finalno 

resuspendovane u 500 μl PBS i analizirane na protočnom citofluorimetru. Rezultati su 

prikazani u obliku histograma raspodele intenziteta crvene fluorescence (FL2), pri čemu 

pomeraj histograma tretiranih ćelija udesno u odnosu na kontrolu ukazuje na povećanje 

produkcije superoksidnog anjona. Za analizu rezultata korišćena je relativna promena 

srednjeg intenziteta fluorescence tretiranih ćelija u odnosu na kontrolne, netretirane 

ćelije u kojima je vrednost svedena na 1. 

 

3.5.3. Merenje potencijala membrane mitohondrija 

 

Za merenje potencijala membrane mitohondrija koristili smo  fluoroforom JC-1. 

Ova boja zahvaljujući svom pozitivnom naelektrisanju prolazi kroz membranu 

mitohondrija kada je unutrašnjost mitohondrija negativno naelektrisana, tj. kada je 

potencijal membrane mitohondrija (Δψ) očuvan. Tako, JC-1 polimeriše u 

mitohondrijalnom matkriksu i emituje narandžasto-crvenu fluorescencu (FL2 kanal na 

citofuorimetru). Ukoliko je potencijal membrane mitohondrija narušen, što se dešava u 

apoptozi sa otvaranjem spoljašnje mitohondrijalne membrane i curenjem sadržaja, JC-1 

ne može da se akumulira u mitohondrijama, već ostaje u svojoj monomernoj formi u 

citoplazmi i fluorescira zeleno (FL1 kanal na citofuorimetru). Stoga je povećanje zelene 
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fluorescence u odnosu na crvenu (porast FL1/FL2) pokazatelj pada potencijal 

membrane mitohondrija.  

Po završetku inkubacije sa MPP+, ćelije su isprane PBS-om, tripsinizirane i 

centrifugirane na 500 g, 5 minuta na sobnoj temperaturi. Ćelijski talog je resuspendovan 

u 100 μl prethodno zagrejane boje na 37 
o
C, u finalnoj koncentraciji 5 μg/ml. Po isteku 

inkubacije, ćelije su oprane 2 puta sa 1 ml PBS-a i centrifugirane na 500 g, 5 minuta, na 

sobnoj temperaturi. Posle drugog centrifugiranja, ćelije su resuspendovane u 500 μl 

PBS-a i analizirane na protočnom citofluorimetru. Rezultati su predstavljeni kao odnos 

zelene i crvene fluorescence (FL1/FL2, arbitrarno matematički postavljen kao 1) pri 

čemu je porast ovog odnosa u poređenju sa kontrolom odražavao pad (depolarizaciju) 

potencijala membrane mitohondrija. 

 

3.5.4. Detekcija autofagije u ćelijama primenom LysoTracker Red DND-99 boje 

  

Jedan od pokazatelja autofagije jeste prisutvo većeg broja ili porasta zapremine 

kiselih vezikula lizozoma/autofagolizozoma u ćeliji. Za potrebe ovog eksperimenta 

korišćena je pH senzitivna boja LTR. Ćelije su bojene prema instrukcijama 

proizvođača. Po isteku tretmana sa MPP+, u bunare je dodata LTR boja u finalnoj 

koncentraciji 100 nM. Boja je inkubirana 15 minuta na 37 
o
C. Nakon inkubacije, ćelije 

su oprane hladnim PBS-om, tripsinizirane, prebačene u FACS epruvete i centrifugirane 

(500 g, 5 minuta, na sobnoj temperaturi), a zatim oprane sa 1ml hladnog PBS-a. Ćelije 

su finalno resuspendovane u 500 μl PBS. Porast crvene fluorescence je analiziran na 

protočnom citofluorimetru (FL3 kanal).  Rezultati su prikazani u obliku histograma 

raspodele intenziteta crvene fluorescence (FL3), pri čemu pomeraj histograma tretiranih 

ćelija u odnosu na kontrolu ukazuje da je došlo do povećanja broja unutarćelijskih 

vezikula kiselog sadržaja. Za analizu rezultata korišćena je relativna promena srednjeg 

intenziteta fluorescence tretiranih ćelija u odnosu na kontrolne, netretirane ćelije u 

kojima je vrednost svedena na 1. 
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3.6. Imunoblot analiza 

 

Primenom imunoblot tehnike (engl. Western blot) analizirana je aktivnost i 

ekspresiju proteina u uzorcima. Ova metoda se zasniva na elektroforetskom razdvajanju 

proteina na osnovu njihove veličine, dok su detekcija i vizuelizacija proteina, zasnovane 

na reakciji antigen-antitelo. 

Nakon isteka tretmana, ćelije su lizirane na ledu, u puferu za lizu ćelija, u koji su 

dodati inhibitori proteaza i fosfataza (30 mM Tris-HCl, pH 8,0, 150 mM NaCl, 1% NP-

40, 1 mM PMSF, 20 μl/ml koktela proteaznih inhibitora, 2 mM Na3VO4 i 50 mM NaF). 

Potpuno razaranje ćelijskih membrana je postignuto inkubacijom ćelijske suspenzije 

tokom 15 minuta na ledu, uz povremeno mešanje na vorteksu. Lizati su zatim 

centrifugirani na 14000 g, 20 minuta, na +4 
o
C. Nakon centrifugiranja, pipetom su 

odvojeni ćelijski supernatanti od ćelijskog debrisa. Supernatanti su zatim ćuvani na -20 

°C za dalju analizu.  

3.6.1. Određivanje koncentracije proteina u uzorcima 

 

Koncentracija ukupnih proteina, u svakom supernatantu lizata, određivana je 

metodom po Bradford-u (216). Princip ove kolorimetrijske metode, je da se proteini u 

kiseloj sredini vezuju za boju Coomassie Brilliant Blue i prevode je u anjonski oblik. 

Ovo vezivanje uzrokuje promenu boje od smeđe-crvene u plavu oblast vidljivog 

spektra. Intenzitet boje je određivan na automatskom čitaču mikrotitarskih ploča, pri 

talasnoj dužini svetlosti od 570 nm (Sunrise; Tecan, Dorset, Velika Britanija). Intenzitet 

razvijene boje i odgovarajuća vrednost apsorbance proporcionalno su odgovarali 

koncentraciji proteina u uzorku.  

Da bismo odredili tačnu koncentraciju proteina u uzorcima, konstruisana je 

standardna kriva nakon očitavanja apsorbanci koje su dobijene u reakciji standardnih 

rastvora seruma govečeta (koncentracija: 0, 1, 2, 4, 8, 16 mg/ml BSA) sa Coomassie 

Brilliant Blue bojom. 
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3.6.2. Elektroforeza i transfer 

 

Da bi se uzorci pripremili za elektroforezu, najpre su kuvani na 95 °C, 5 minuta, 

određene zapremine lizata sa odgovarajućom zapreminom redukujućeg pufera za 

pripremu uzoraka. Krajnje koncentracije sastojaka redukujućeg pufera u uzorcima 

nakon kuvanja bile su: 2% SDS, 10% glicerol, 2 mM 2-merkaptoetanol, 0,002 

bromfenol plavo, 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8. Proteini se tekom elektroforeze razdvajaju 

u poliakrilamidnom gelu, na osnovu molekulskih masa. Naime, tokom pripreme 

uzoraka, visoka temperatura služi da denaturiše proteine, SDS oblaže proteine 

negativnim naelektrisanjem, dok 2-merkaptoetanol sprečava formiranje disulfidnih veza 

u denaturisanim proteinima.  

U zavisnosti od veličine proteina korišćena su tri gela različitih koncentracija 

poliakrilamida: 8% (za analizu Raptor, mTOR, ULK1 proteina), 10% (za analizu Akt, 

AMPK, p70S6K, PRAS40, LAMP-1, p62 proteina i β-aktina) ili 12% (za analizu 4E-

BP1 i LC3 proteina). U bunare, na gelu, su sipane jednake količine proteina (10 do 20 

μg). Prvi deo gela, tzv. stacking gel, služio je da se svi proteini iz uzoraka dovedu u istu 

poziciju pri ulasku u gel za razdvajanje tokom elektroforeze. Kranje koncentracije 

sastojaka ovog gela su 4% akrilamid/0.14% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,125M Tris-HCl, 

pH 6,8. Ovaj gel se naslanjao na gel za razdvajanje proteina (8% akrilamid/0,27% 

bisakrilamid, 10% akrilamid/0,34% bisakrilamid ili 12% akrilamid/0,41% bisakrilamid, 

0.1% SDS, 0.375M Tris-HCl, pH 8.8). Kao katalizatori polimerizacije gelova korišćeni 

su 0,05% amonijumpersulfat (APS) i 0,033% Tetrametiletilenediamin (TEMED). Pufer 

u kom se odvijala elektroforeza, sastojao se od 192mM glicina, 0,1% SDS i 25 mM 

Tris-HCl, pH 8,3. 

Elektroforetsko razdvajanje je trajalo od 90 do 120 minuta pri konstantnom 

naponu i naizmeničnoj struji, na +4 
o
C. Prvih 30 minuta primenjivan je konstantni 

napon od 100 V, a nakon ulaska uzoraka u gel za razdvajanje proteina, napon je 

povećan na 150 V. U cilju određivanja molekulskih težina, na svaki gel je naneta i 

smeša referentnih proteina, obojenih i poznatih molekulskih masa. 
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3.6.3. Prenos proteina na nitroceluloznu membranu 

 

 Po završetku elektroforeze izvršen je polusuvi transfer proteina sa gela na 

nitrocelulozne membrane koje imaju visok afinitet za vezivanje proteina. Pre transfera, 

one su inkubirane nekoliko minuta u puferu za transfer (192 mM glicin, 20% metanol i 

25 mM Tris-HCl, pH 8,3). U aparaturu za transfer najpre se stavlja filter papir 

prethodno potopljen u pufer za transfer, preko njega se postavlja membrana bliže 

pozitivnoj elektrodi, anodi, potom gel bliže negativno naelektrisanoj elektrodi, katodi i 

na kraju još jedan sloj filter papira. Ovakvom orijentacijom gela i membrane, 

omogućeno je kretanje negativno naelektrisanih proteina sa gela ka anodi, uz koju je 

smeštena membrana. Transfer se odvijao na sobnoj temperaturi pod dejstvom konstante 

struje (0,8 mA/cm
2
 membrane), pri naizmeničnom naponu. 

 

3.6.4. Imunoblot i detekcija proteina 

 

 Nakon transfera, membrane su inkubirane 1 sat na 22 ºC u rastvoru za blokiranje 

(5% rastvor odmašćenog mleka u prahu u Tris puferu sa dodatkom deterdženta 

Tween20, TBS-T: 20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7,6; 0,05% Tween 20). Na taj način 

proteini iz mleka će se vezati za membranu i time sprečiti nespecifično vezivanje 

antitela koja služe za detekciju proteina od interesa. Nakon toga, membrane su 

inkubirane preko noći na +4 °C, uz blago mešanje na rotirajućoj podlozi, sa primarnim 

zečjim antitelima, rastvorenim u rastvoru za blokiranje membrana, i to na fosfo-AMPK 

(1:1000), AMPK (1:1000), fosfo-Raptor (1:1000), Raptor (1:1000), fosfo-Akt (Thr308 i 

Ser473, 1:1000), Akt (1:1000), fosfo-mTOR (1:1000), mTOR (1:1000), fosfo-p70S6K 

(1:1000), p70S6K (1:1000), fosfo-4E-BP1 (1:1000), 4E-BP1 (1:1000), fosfo-ULK1 

(1:1000), ULK1 (1:1000), LC3-II (1:1000), LAMP-1 (1:1000), β-aktin (1:1000) i p62 

(1:4000). Sutradan, nakon otkalanjanja primarnih antitela, membrane su isprane 3 puta 

u TBS-T. Zatim im je dodato sekundarno antitelo, kozje antizečje IgG antitelo (1:5000) 

za koje je vezana peroksidaza rena. Sekundarno antitelo je takođe rastvoreno u rastvoru 

za blokiranje.  Membrane su inkubirane na sobnoj temperaturi, na rotirajućoj podlozi, 

90 minuta. Po isteku inkubacije, 3 puta su oprane u TBS-T i postavljene u aparat za 

skeniranje membrana i detekciju signala ChemiDoc. Membrane su potom prelivene 
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supstratom za peroksidazu rena - reagensom pojačane hemiluminiscence (engl. 

Enhanced chemiluminiscence reagent, ECL). Peroksidaza rena, koja je vezana za 

sekundarno antitelo, u tom trenutku razgrađuje H2O2 iz ECL, do O2 i H2O. Nastali O2 

potom reaguje sa luminolom iz ECL, nastaje 3-aminoftalat i dolazi do emisije fotona 

svetlosti što se detektuje na aparatu ChemiDoc. Intenzitet hemiluminiscence je direktno 

proporcionalan količini proteina od interesa vezanog za membranu. Ekspresija proteina 

je kvantifikovana kompjuterskim programom ImageJ (National Institutes of Health, 

Bethesda, MA) i izražena kao relativan broj dobijen deljenjem intenziteta trake proteina 

od interesa sa intenzitetom trake -aktina istog uzorka u slučaju LC3-II, p62 i LAMP-1 

proteina, dok je aktivnost AMPK, Raptor, Akt, mTOR, p70S6K, 4E-BP1, PRAS40, 

ULK1, izražena deljenjem intenziteta trake fosforilisane forme sa intenzitetom trake 

totalne forme proteina. Rezultati količine proteina u tretiranim ćelijama su predstavljeni 

u odnosu na kontrolu (netretirane ćelije) u kojoj je vrednost odnosa intenziteta trake 

svedena na 1.  

 

3.7. Ko-imunoprecipitacija 

 

Kako bi ispitali da li postoji interakcija između Akt i AMPK proteina, primenili 

smo metodu ko-imunoprecipitacije. Suština reakcija imunoprecipitacije bazira se na 

precipitaciji željenog proteina, koji se preko antigena vezuje za antitelo kojim su 

obložene protein A kuglice. Za imunoprecipitaciju smo koristili protein A agarozne 

kuglice obložene anti-Akt antitelom. 

Na sličan način, primenom metode ko-imunoprecipitacije, moguće je utvrditi i 

da li postoje određene protein-protein interakcije, jer se prilikom taloženja 

imunokompleksa “željeni protein-antitelo-protein A kuglice”, talože i svi proteini koji 

su u kompleksu za proteinom od interesa.   

SH-SY5Y ćelije su tretirane 2 mM MPP+ u trajanju od 8 h. Po isteku tretmana 

ćelije su lizirane u puferu za imunoprecipitaciju (50 mM Tris-Cl pH 7,8, 150 mM NaCl, 

0,5% NP-40 i koktel inhibitora proteaza). Imunoprecipitacija se dalje odvijala po 

protokolu preporučenom od strane proizvođača. Lizati su inkubirani sa anti-Akt 

antitelom, preko noći, na rotirajućeoj podlozi, pri temperaturi od +4 °C. Sutradan, su 

dodate protein A kuglice, inkubirane sa lizatom 90 min. Potom je novonastali 
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imunokompleks (Akt+anti-Akt antitelo+protein A) opran 3 puta u 500 μl puferu za 

imunoprecipitaciju uz centrifugiranje. Uzorak je potom kuvan sa 3 puta redukujućim 

puferom, 5 minuta na 95 
ᵒ
C i analiziran imunoblot metodom na anti-Akt i anti-AMPK 

antitela. Kao negativna kontrola korišćeni su uzorci netretiranih ćelija koji su inkubirani 

sa protein A kuglicama bez antitela.  

 

3.8. Nukleoporacija  

 

Nukleoporacija je molekularno-biološka tehnika u kojoj se primenom 

optimizovanih električnih parametara i rastvora specifičnih za određen tip ćelije, menja 

propustljivost ćelijske i nuklearne membrane. Na ovaj način, kretanjem kroz električno 

polje, omogućen je ulazak različitih proteina, RNK ili DNK molekula direktno u 

nukleus. Ova tehnika ima nekoliko prednosti u odnosu na druge ne-virusne 

transfekcione metode poput klasične elektroporacije ili lipofekcije: (1) visoko je 

specifična, (2) daje efikasnost transfekcije i do 90% sa DNK konstruktima (pDNK), dok 

sa RNK konstruktima (siRNK, shRNK, miRNK i sl.) može da da čak do 99%, (3) 

elektrode su izgrađene od ne-metalnog polimernog provodnika (izbegnut je citotoksični 

efekat prisustva metalnih jona tokom klasične elektroporacije), (4) tokom transfekcije 

ne menja se bitno vijabilitet i fiziološki status ćelije, (5) analiza rezultata transfekcije 

moguća je već nakon nekoliko sati (4 do 8 h), (6) upotrebljiva je za veliki broj različitih 

supstrata (pDNK, siRNK, shRNK, miRNK, iRNK, peptide, proteine), (7) omogućava 

transfekciju ćelija koje se teško transfektuju (stem ćelije, primarne, neuronske i sl.).  

Za nukleoporaciju ćelija korišćen je aparat Lonza 4D Nucleofector X unit 

system (217).  Za optimizaciju pulseva korišćene su trake (engl. Strip) sa 16 bunara, dok 

su za imunoblot analizu i protočnu citofluorimetriju korišćene kivete.  

Pre same nukleoporacije, SH-SY5Y ćelije su kultivisane u Petri šoljama, do 

80% konfluentnosti i 3 do 4 dana pred nukleoporaciju ćelije su finalno zasejane u 

koncentraciji 2x10
5
 ćelija/cm

2
. Tokom optimizacije protokola, korišćen je pmaxGFP 

plazmid iz kita, 0,4μl, Lonza SF nukleofektor rastvor (16,4 μl/bunaru) + Lonza 

nukleofektor suplement (3,6 μl/bunaru), preporučen od strane proizvođača za SH-SY5Y 

ćelijsku liniju.  Poredeći efikasnost transfekcije i vijabilitet ćelija, za dalje eksperimente 
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odabran je CA-137 puls. Za dalje potrebe istraživanja, ćelije su transfektovane u 

kivetama zapremine 100 μl (2x10
6
 ćelija, Lonza SF nukleofektor rastvor (82 μl/kiveti) + 

Lonza nukleofektor suplement 18 μl/kiveti, sa 2 μg pDNK/bunaru, odnosno 100 nM 

shRNK/bunaru. Nakon nukleoporacije, ćelije su kultivisane u pločama sa 6 bunara, 1ml 

OPTI-MEM medijumu/bunaru, 24 h. Tokom eksperimenata, da bismo smanjili 

ekspresiju AMPK, koristili smo male ukosničaste RNK (engl. Small hairpin RNA, 

shRNA, Santa Cruz, CA), kontrolnu shRNK i AMPKshRNK, odnosno dnAMPK 

plazmid D157A (engl. Dominant negative AMPK), koji smo dobili na poklon od prof. 

Carling-a (MRC London Institute of Medical Sciences, Imperial College, London, UK), 

a kao kontrolu pcDNA3 (prazan vektor), (218). Sa druge strane, da bismo smanjili 

ekspresiju Akt koristili smo dnAkt (engl. Dominant negative Akt), a kao kontrolu 

nepromenjen Akt konstrukt, wt Akt (engl. Wild type Akt), koji smo dobili na poklon od 

prof. Boudewijn M. Burgering (University Medical Center, Utrecht, The Netherlands) 

(219). Efikasnost transfekcije je potvrđena imunoblot analizom.  

 

3.9. Kultivacija i transformacija  DH5α, umnožavanje i izolacija plazmida  

  

Svi rastvori i materijal korišćen u kultivaciji bakterija, najpre su autoklavirani. 

Termolabilni rastvori poput ampicilina, transformacionog pufera, rastvora za 

zamrzavanje, su filtrirani kroz filter sa porama veličine 0,2 μm. Bakterije su uzgajane na 

čvrstim agaroznim podlogama ili u tečnom LB medijumu (Luria-Bertani). Za pripremu 

1 l LB medijama, koristili smo 10 g triptona, 5 g ekstrakta kvasca i 10 g NaCl, koje smo 

rastvorili u 1 l destilovane vode. pH smo podesili sa NaOH na 7, dok je za pripremu 

agaroznih podloga u ovaj rastvor dodato i 15 g agaroze. Čvrste podloge su korišćene 

radi dobijanja i izdvajanja pojedinačnih klonova, dok je tečan LB medijum korišćen za 

umnožavanje bakterija i izolaciju plazmida uz stalno mešanje, radi bolje aeracije, pri 

brzini 180 rotacija po minuti (rpm). Pored LB za kultivaciju bakterija korišćen je i SOC 

medijum. Za 100ml ovog medijuma koristili smo 2 g triptona, 0,5 g ekstrakta kvasca, 

0,05 g NaCl, 1 ml 250 mM KCl, 0,5 ml 2M MgC12 i 2 ml 1 M glukoze. Sveže 

napravljen SOC medijum je potom alikvotiran u polipropilenske tubice po 1ml. 

Pre same transformacije, bilo je neophodno umnožiti i pripremiti kompetentne 

Escherichia coli DH5α (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Bakterije su najpre 
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zasejane sterilnom ezom na prethodno pripremljene, sterilne, agarozne podloge u Petri 

šoljama i inkubirane preko noći na 37 °C. Sutradan smo izbrali pojedinačne kolonije 

sterilnim nastavkom za pipetu i preneli ih u 10 ml LB medijuma radi dobijanja početne, 

(engl. Starter) kulture. Starter kultura je inkubirana preko noći, na 37 °C, uz stalno 

mešanje. Sledećeg jutra starter kultura je prenesena u 1 l LB medijuma i ostavljena da 

se inkubira na 37 °C, uz stalno mešanje i uz praćenje krive rasta. Inkubacija je prekinuta 

kada su bakterije bile u eksponencijalnoj fazi rasta, pri optičkoj gustini (engl. Optical 

density, OD) 0,4 do 0,6. Optička gustina se određuje spektrofotometrijski na 

Biophotometer aparatu (Eppendorf, Hamburg, Nemačka) korišćenjem talasne dužine od 

600nm. Tom prilikom se 1 ml kulture stavlja u kivetu, koja se potom postavlja u aparat. 

Vrednost apsorbance, OD, zapravo predstavlja broj bakterija, gde OD = 1 odgovara 

približno 10
8
 bakterija u 1 ml kulture.  

Kada su bakterije dostigle OD 0,4-0,6, rast bakterijske kulture je prekinut 

hlađenjem na +4 °C, 15 do 30 minuta. Nakon toga, kultura je centrifugirana na 1000 g, 

10 minuta na +4 °C. Nakon centrifugiranja, supernatant je odliven, a bakterijski talog je 

resuspendovan na ledu, u odnosu 1:10, zapremina LB i rastvora za zamrzavanje (engl. 

Freezing mix). Rastvor za zamrzavanje sastojao se od 10% PEG (MW=3,350), 5% 

DMSO i 20 mM Mg
2+

 (10 mM MgC12 + 10 mM MgSO4) (220). Po 100 μl ovako 

resuspendovanih bakterija je alikvotirano i prebačeno u prethodno ohlađene, 

polipropilenske tubice. Do upotrebe, alikvoti su čuvani na -80 °C.  

Za transformaciju bakterija korišćeno je 100 μl pufera za transformaciju (u vodi 

rastvoreno 20 μl 5xKCM pufera (0,5M KCl, 0,15M CaCl2, 0,25M MgCl2), 5 μl 1 M 

MnCl2 i 2 μl plazmidske DNK) i 100 μl bakterijske suspenzije. U eksperimentima su 

korišćeni dnAMPK, wtAkt i dnAkt plazmidi. Sva tri plazmida su nosila rezistenciju na 

antibiotik ampicilin. Bakterije su zatim držane na ledu 20 minuta, a potom su 

podvrgnute toplotnom šoku, 30 sekundi na 42 °C u vodenom kupatilu. Po isteku 

toplotnog šoka, bakterije su prebačene ponovo na led da bi se zaustavila reakcija. Potom 

je u svaki uzorak bakterija dodato po 450 μl SOC medijuma, blago su resuspendovane i 

inkubirane na 37 °C 45 minuta. Po isteku inkubacije bakterije su zasejavane na 

agarozne podloge sa ampicilinom (100 μg/ml). Podloge su inkubirane preko noći na 37 

°C. Sutradan su pikirane pojedinačne kolonije od kojih su pravljene početne kulture 

(inkubacija 8h, uz rotaciju na 37 °C). Iz početne kulture je potom uzeto po 100 μl i 
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prebačeno u erlenmajere sa 100 ml LB sa ampicilinom. Radne kulture u erlenmajerima 

su inkubirane 12 do 16 h na rotirajućoj podlozi i pri temperaturi od 37 °C. Po isteku 

inkubacije, radne kulture su prebačene u sterilne, polipropilenske epruvete od 50 ml i 

centrifugirane 10 minuta na 5000 g i pri temperaturi od +4 °C. Iz bakterijskog taloga 

radne kulture izolovana je plazmidska DNK uz pomoć GeneJET Plasmid Midiprep Kit-

a, po protokolu preporučenom od strane proizvođača.  

 

3.10. Statistička analiza podataka 

 

U statističkoj obradi podataka korišćene su metode analitičke statistike. Svi 

tretmani su rađeni u triplikatu, a rezultati su prikazani kao srednje vrednosti sa 

standardnim devijacijama (±SD). Za procenu značajnosti razlike dva nezavisna uzorka 

korišćen je parametarski test – Studentov t-test, dok je za analizu statističke značajnosti 

razlike između rezultata dobijenih različitim tretmanima triplikata kultura korišćena 

jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA), praćena Tukey’s post-hoc testom za 

višestruka poređenja. Vrednost p<0,05 je smatrana statistički značajnom. 
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4. REZULTATI 
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4.1. Uticaj MPP+ na preživljavanje ćelija humanog neuroblastoma SH-

SY5Y u kulturi 

 

4.1.1. MPP+ smanjuje vijabilitet SH-SY5Y ćelija  

 

Poznato je da ćelijska linija humanog neuroblastoma SH-SY5Y ispoljava brojne 

biohemijske i funkcionalne karakteristike dopaminergičkih neurona kao što su  

prisustvo DAT i aktivnosti tirozin-hidroksilaze, dopaminski D2 receptor i β-

hidroksilaze (210–212). Upravo iz tog razloga, često se koristi u ćelijskim modelima 

oštećenja dopaminergičkih neurona.  U cilju utvrđivanja citotoksičnog dejstva MPP+ na 

ćelije humanog neuroblastoma, vijabilitet SH-SY5Y ćelija je ispitivan nakon 24 i 48 h. 

Imajući u vidu da MPP+ toksin inhibira kompleks I mitohondrija, za potrebe ispitivanja 

vijabiliteta SH-SY5Y ćelija izabrali smo MTT test, jer podrazumeva da se kao mera 

vijabiliteta koristi aktivnost mitohondrijalnog enzima sukcinat dehidrogenaze. Dobijeni 

rezultati su pokazali da dolazi do doznog i vremenski-zavisnog statistički značajnog 

smanjenja vijabiliteta SH-SY5Y ćelija nakon tretmana sa MPP+ toksinom u 

koncentracijama većim od 250 µM (Slika 7.). Na osnovu rezultata određivanja 

vijabiliteta MTT testom, izračunata je IC50, odnosno utvrđeno je koja koncentracija 

MPP+ smanjuje vijabilitet SH-SY5Y ćelija humanog neuroblastoma za 50%. Ova 

vrednost je dobijena matematički, primenom statističkog programa GraphPad Prism 

(Trial version) iznosila je oko 2 mM na 24 h i ona je korišćena u daljem 

eksperimentalnom radu.  
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4.1.2. MPP+ menja morfologiju SH-SY5Y ćelija  

 

Kako bi ispitali uticaj MPP+ na morfologiju SH-SY5Y ćelija, ćelije su 

inkubirane 24h sa 2mM rastvorom MPP+, a potom analizirane na fazno-kontrastnom 

mikroskopu, pri uveličanju 200 puta. 

Pokazano je da tretman MPP+ indukuje smanjenje gustine SH-SY5Y ćelija 

humanog neuroblastoma uz promenu citomorfoloških karakteristika. Tretirane ćelije su 

izgubile nastavke, promenile oblik i veličinu, zaokruglile se i odvojile od površine suda 

u kom su rasle (slika 8A). Na nekima se moglo videti i bubrenje ćelijske membrane. Sa 

druge strane, netretirane ćelije su imale brojne neurite, poligonalni oblik i rasle su u 

klasterima (slika 8B). 

 

 

 

 

 

Slika 7. MPP+ pokazuje vremenski i 

dozno-zavisan citotoksični efekat na 

SH-SY5Y ćelijskoj liniji humanog 

neuroblastoma. SH-SY5Y ćelije su 

tretirane rastućim koncentracijama MPP+ 

u toku 24 i 48h, nakon čega je ispitan 

vijabilitet primenom MTT testa. Vrednosti 

prikazane na grafiku predstavljaju 

prosečnu vrednost ± SD triplikata iz tri 

eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na 

kontrolu.  
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4.1.3. MPP+ indukuje fragmentaciju DNK u SH-SY5Y ćelijama  

 

Usled prethodno opisanog efekta MPP+ na vijabilitet i izgled SH-SY5Y ćelija, a 

u cilju boljeg razumevanja mehanizma oštećenja ćelija, ispitivan je uticaj primene 

MPP+ na ćelijski ciklus. Analizom ćelijskog ciklusa na protočnom citofluorimetru 

ćelija bojenih PI, pokazano je da 24 h tretman MPP+ (2 mM) indukuje porast procenta 

ćelija sa hipodiploidnim sadržajem DNK, što ukazuje na pojavu fragmentacije DNK, 

koja je jedna od karakteristika apoptoze. Na slici (Slika 9.) su prikazani reprezentativni 

histogrami kontrolnih i tretiranih ćelija. Naime, PI boja ulazi u ćelije sa narušenim 

membranskim integritetom i umeće se u DNK heliks. Ako je došlo do fragmentacije 

DNK, uočava se porast procenta ćelija koje imaju tzv. hipodiploidni sadržaj DNK 

(SubG0), odnosno to su ćelije koje imaju manju količinu DNK od ćelija koje se nalaze u 

G0/G1 fazi ćelijskog ciklusa (ćelije u G0/G1 fazi imaju diploidnu količinu DNK). 

 

 

Slika 8. MPP+ ima negativan efekat na brojnost i morfologiju SH-SY5Y 

ćelija. Izgled i morfologija SH-SY5Y ćelija tretiranih sa 2 mM MPP+ 

ispitivani su svetlosnom mikroskopijom (uveličanje 200x) nakon 24 h.  

A B 
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Procenat ćelija u SubG0 fazi nakon tretmana iznosio je 21,6 ± 7,8%, dok je u 

kontrolnim ćelijama iznosio svega 0,9 ± 0,6% (p < 0,05).  Ovaj rezultat je bio u skladu 

sa već opisanim smanjenjem vijabiliteta i morfološkim promenama na SH-SY5Y 

ćelijama humanog neuroblastoma. Takođe, primenom ove analize, isključena je 

mogućnost da MPP+ dovodi do smanjenja vijabiliteta zaustavljanjem SH-SY5Y ćelija u 

nekoj od faza ćelijskog ciklusa.  

 

4.1.4. Primena MPP+ stimuliše produkciju superoksidnog anjona u SH-SY5Y 

ćelijama  

 

Imajući u vidu da je MPP+ mitohondrijalni toksin, kao i da oksidativni stres i 

oštećenje mitohondrija mogu biti vrlo potentni aktivatori apoptoze, sledeće što smo 

ispitivali je da li je efektu MPP+ na smanjenje vijabiliteta prethodio porast produkcije 

superoksidnog anjona. Za potrebe ovog eksperimenta, SH-SY5Y ćelije su inkubirane sa 

fluorescentnom bojom, dihidroetidijumom (DHE), selektivnom za superoksidni anjon, i 

intenzitet fluorescence je meren protočnom citofluorimetrijom. Tom prilikom je 

pokazano da MPP+ dovodi do statistički značajnog povećanja fluorescence usled 

produkcije superoksidnog anjona u odnosu na kontrolne ćelije (Slika 10.). Najveći 

porast produkcije superoksidnog anjona je zabeležen već nakon 2 h tretmana i bio je 1,7 

puta veći u odnosu na koncentraciju superoksida u netretiranim, kontrolnim ćelijama. 

Produkcija superoksida je takođe bila značajno povećana i nakon 8h tretmana, ali u 

Slika 9. MPP+ indukuje porast SubG0 frakcije u SH-SY5Y ćelijama 

humanog neuroblastoma. Ćelije su tretirane sa 2 mM MPP+ 24 h. Prikazani 

su reprezentativni histogrami iz jednog od tri odvojena eksperimenta. 

Vrednosti prikazane na grafiku predstavljaju prosečnu vrednost ± SD iz tri 

odvojena eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolu.  
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manjoj meri u odnosu na 2 h, dok u kasnijim ispitivanim terminima nije bilo porasta u 

odnosu na kontrolne ćelije (Slika 10.).  

 

 

 

 

 

 

 

4.1.5. MPP+ indukuje pad potencijala unutrašnje mitohondrijalne membrane u 

SH-SY5Y ćelijama 

 

Kao što je prethodno pomenuto, oštećenje mitohondrija predstavlja jedan od 

važnih mehanizama oštećenja dopaminergičkih neurona u PB. Takođe je poznato da 

porast produkcije superoksidnog anjona može da dovede do depolarizacije 

mitohondrijalne membrane, ali i da oštećenje mitohondrija može da bude uzrok 

povećane produkcije ROS. Upravo iz tog razloga, sledeće što smo pratili je potencijal 

unutrašnje membrane mitohondrija SH-SY5Y ćelija, nakon tretmana MPP+ (2 mM) u 

različitim vremenskim intervalima. Ćelije su nakon tretmana inkubirane sa 

fluorohromom JC-1 čije nakupljanje u mitohondrijama zavisi od potencijala unutrašnje 

membrane mitohondrija, a zatim analizirane  protočnom citofluorimetrijom. U uslovima 

intaktnog potencijala unutrašnje membrane mitohondrija, JC-1 unutar mitohondrija 

formira agregate koji emituju crvenu fluorescencu, dok u uslovima depolarizacije 

membrane boja ostaje u monomernom obliku koji emituje zelenu fluorescencu. Primena 

MPP+ toksina je izazvala depolarizaciju unutrašnje mitohondrijalne membrane, što se 

na protočnoj citometriji registruje kao povećanje odnosa zelene i crvene fluorescence 

(FL1/FL2) u odnosu na kontrolne ćelije. Vremenska analiza je pokazala da do 

Slika 10. MPP+ indukuje porast produkcije superoksidnog anjona u SH-

SY5Y ćelijama. SH-SY5Y ćelije su tretirane 2 mM MPP+ u vremenskim 

intervalima naznačenim u histogramu (A). Tokom 2 h tretmana ćelija sa 2 

mM MPP+ (B). Prikazane vrednosti predstavljaju prosečnu vrednost ± SD iz 

3 odvojena eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolu.  

 

A B 
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depolarizacije mitohondrijalne membrane SH-SY5Y ćelija dolazi nakon indukcije 

porasta sadržaja superoksidnog anjona (Slika 11.). Tretman MPP+ u trajanju od 8 h, 

doveo je do statistički značajnog porasta odnosa FL1/FL2 - 1,9 puta u odnosu na 

kontrolne ćelije. Na osnovu ovih rezultata, možemo zaključiti da je MPP+ indukovana 

produkcija superoksidnog anjona inicirala depolarizaciju unutrašnje membrane 

mitohondrija.  
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Slika 11. MPP+ indukuje pad 

potencijala mitohondrijalne 

membrane u SH-SY5Y ćelijama. 
SH-SY5Y ćelije su tretirane MPP+ 

(2 mM) u vremenskim intervalima 

naznačenim u grafiku (A), a zatim 

obojene JC-1 fluorohromom. 

Prikazani su reprezentativni 

histogrami iz jednog od tri odvojena 

eksperimenta (B). Na grafiku su 

prikazane prosečne vrednosti ± SD iz 

tri odvojena eksperimenta. * p < 0,05 

u odnosu na kontrolu. 

 

A 

B 
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4.2. Uloga oksidativnog stresa u MPP+ indukovanoj ćelijskoj smrti i 

aktivaciji protein kinaze aktivirane adenozin monofosfatom (AMPK) i 

protein kinaze B (PKB/Akt) 

 

4.2.1. Primena MPP+ u ćelijama neuroblastoma dovodi do aktivacije kinaza 

AMPK i Akt  

 

Poznato je da u uslovima oksidativnog stresa u ćeliji može doći do aktivacije 

brojnih signalnh puteva u ćeliji. U narednim eksperimentima ispitivan je uticaj MPP+ 

na AMPK i Akt signalne puteve. Kao što je već pomenuto, različite studije koje su se 

bavile ispitivanjem procesa neurodegeneracije u PB, ukazale su da bi aktivacija ove dve 

kinaze, AMPK i Akt, mogla imati neuroprotektivno dejstvo, posebno u uslovima 

povećanog oksidativnog stresa, u cilju održavanja energetske homeostaze i 

preživljavanja ćelija. Tako je pokazano da AMPK kinaza u uslovima oksidativnog 

stresa i oštećenja mitohondrija može učestvovati u aktivaciji različitih transkripcionih 

faktora koji stimulišu biogenezu mitohondrija poput PGC1α i TFAM (221). Pored toga, 

AMPK može pokrenuti proces mitofagije tokom kog se otklanjaju oštećene 

mitohondrije, aktivirajući ULK1/2 kompleks, ATG9 i Beklin1 proteine, neophodne za 

indukciju autofagije (136). Na ovaj način AMPK stimulacijom biogeneze mitohondrija i 

otklanjanjem oštećenih mitohondrija doprinosi ponovnom uspostavljanju energetske 

homeostaze. Uz AMPK, poznato je da i Akt kinaza može imati značajnu ulogu u 

neuronima, pre svega zato što učestvuje u regulaciji različitih metaboličkih procesa, 

ćelijskom rastu i diferencijaciji, inhibiciji procesa apoptoze, ali i u održavanju 

energetske homeostaze zbog svoje uloge u metabolizmu glukoze. Pored toga, 

histopatološkom analizom moždanog tkiva obolelih od PB utvrđeno je da postoji pad 

aktivnosti ove kinaze. U našim eksperimentima imunoblot analizom pokazano je da 

MPP+, već nakon 2 h, indukuje porast fosforilacije (aktivacije) AMPK na Thr 172. 

Ovaj rani porast aktivacije AMPK kinaze, praćen je i fosforilacijom njenog direktnog 

supstrata, Raptor proteina (Slika 12.). Takođe, MPP+ je doveo i do vremenski zavisnog 

povećanja fosforilacije Thr 308 i Ser 473 u katalitičkom domenu Akt kinaze. Tako 

fosforilisan Akt ima punu kinaznu aktivnost. Dakle, tokom dejstva MPP+ dolazi do 
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aktivacije AMPK i Akt kinaza u kulturi ćelija humanog neuroblastoma SH-SY5Y, što 

ukazuje  na to da se unutar ćelije aktiviraju mogući neuroprotektivni signalni putevi. 

 

 

 

 

 

 

4.2.2. Antioksidansi inhibiraju citotoksično dejstvo MPP+  

 

U cilju ispitivanja da li i u kojoj meri oksidativni stres učestvuje u oštećenju 

ćelija izazvanom MPP+, pola sata pre dodavanja MPP+ u kulturu, SH-SY5Y ćelije su 

tretirane antioksidansima: N-acetilcisteinom (NAC, 2 mM) ili butiliranim 

hidroksianizolom (BHA, 100 μM). Mehanizam antioksidativnog dejstva NAC može biti 

direktan, kada je sulfhidrilna grupa donor redukcionih ekvivalenata, ili indirektan, kada 

NAC služi za obnovu nivoa unutarćelijskog glutationa, dok se mehanizam 

antioksidativnog dejstva BHA ogleda u sposobnosti njegovog aromatičnog prstena da 

uđe u oksidoredukcionu reakciju neutrališući slobodan kiseonični radikal (222). 

Tretman SH-SY5Y ćelija antioksidansima je efikasno smanjio produkciju 

superoksidnog anjona indukovanu MPP+ nakon 2 h tertmana. Citofluorimetrijska 

Slika 12. MPP+ indukuje aktivaciju AMPK i Akt kinaze u SH-SY5Y 

ćelijama. Imunoblot metodom je praćen stepen aktivnosti AMPK, Raptor i 

Akt kinaza, 2 do 24 h nakon tretmana MPP+. Prikazane vrednosti 

predstavljaju prosečnu vrednost ± SD iz 3 odvojena eksperimenta. * p < 0,05 

u odnosu na kontrolu.  
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analiza je pokazala da pretretman sa BHA i NAC dovodi do statistički značajnog 

smanjenja produkcije superoksidnog anjona sa 1,86 puta, koliko je u MPP+ tretmanu, 

na 1,25 puta u pretretmanu sa BHA, odnosno 1,43 puta u pretretmanu sa NAC u odnosu 

na kontrolne ćelije (Slika 13.). Pored toga, MTT testom je pokazano da antioksidansi 

štite SH-SY5Y ćelije od MPP+, odnosno došlo je do statistički značajnog povećanja 

vijabilnosti ćelija u odnosu na vijabilnost ćelija koje su tretirane samo MPP+ toksinom.  

Ovaj rezultat sugeriše da je pad vijabiliteta ćelija u uslovima dejstva MPP+ posredovan 

indukcijom oksidativnog stresa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.3. Antioksidansi smanjuju aktivaciju AMPK i Akt signalnih puteva u SH-

SY5Y ćelijama tretiranim MPP+ 

 

Kako smo pokazali da primena antioksidanasa utiče na smanjenje produkcije 

slobodnih radikala i poboljšanje preživljavanja ćelija u uslovima tretmana MPP+ 

toksinom, sledeće što smo želeli da ispitamo je kakav efekat NAC i BHA imaju na 

aktivaciju AMPK i Akt signalnih puteva. SH-SY5Y ćelije humanog neuroblastoma su 

30 minuta pre tretmana MPP+ (2 mM) tretirane sa NAC (2 mM) ili BHA (100 μM). 

Slika 13. Antioksidansi inhibiraju citotoksično dejstvo MPP+ na SH-SY5Y ćelije. 

SH-SY5Y ćelije su pretretirane antioksidansima butiliranim hidroksianizolom (BHA; 

100 μM) ili N-acetilcisteinom (NAC; 2 mM) i potom inkubirane 2 h sa 2 mM MPP+ 

(A), odnosno 24 h (B). Po isteku tretmana, ćelije su obojene fluorohromom DHE, 

specifičnim za superoksid anjon radikal O2
-
 i analizirane na protočnom citofluorimetru 

(A), dok je ćelijski vijabilitet određen MTT testom (B). Prikazane vrednosti 

predstavljaju relativnu promenu srednjeg intenziteta fluorescence tretiranih ćelija u 

odnosu na kontrolne, netretirane ćelije u kojima je vrednost arbitrarno postavljena na 1 

(A). Prikazane su vrednosti aritmetičke sredine ± SD iz 3 nezavisna eksperimenta u 

odnosu na netretirane ćelije (A), odnosno triplikata iz tri nezavisna eksperimenta. * p < 

0,05 u odnosu na kontrolu, # p < 0,05 u odnosu na MPP+ tretman. 

A B 
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Nakon 2 h ćelije su lizirane. Imunoblot analiza je pokazala da u prisustvu NAC ili BHA 

dolazi do smanjenja aktivacije kinaza AMPK i Akt, u odnosu na nivo njihove aktivacije 

pri tretmanu MPP+ (Slika 14.). Ovi rezultati ukazuju da oksidativni stres izazvan MPP+ 

toksinom ima značajnu ulogu u aktivaciji AMPK i Akt signalnih puteva, uključenih u 

procese proliferacije, preživljavanja, održavanja energetske homeostaze i otklanjanja 

oštećenih organela.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3. Uloga AMPK u aktivaciji Akt signalnog puta i oštećenju ćelija 

izazvanom MPP+ toksinom  

 

U ovom radu primenjena su dva pristupa u modulaciji AMPK signalnog puta. 

Prvi je bio genska modulacija, gde smo metodom nukleoporacije inhibirali aktivnost 

AMPK pomoću shRNK ili primenom dnAMPK plazmida. Drugi pristup u modulaciji 

A B 

Slika 14. Antioksidansi inhibiraju aktivaciju AMPK i Akt kinaze u 

MPP+-tretiranim ćelijama. SH-SY5Y ćelije su tretirane antioksidansima 

butiliranim hidroksianizolom (BHA; 100 μM) ili N-acetilcisteinom (NAC; 2 

mM) i potom inkubirane 2 h sa 2 mM MPP+ (A). Po isteku tretmana, 

analiziran je stepen aktivacije/fosforilacije AMPK i Akt metodom imunoblota 

(A). Prikazani su reprezentativni imunoblotovi, dobijeni iz 3 nezavisna 

eksperimenta. Trake su kvantifikovane u ImageJ programu (B). Vrednosti 

prikazane u histogramima predstavljuju aritmetičku sredinu ± SD iz 3 

nezavisna eksperimenta. * p < 0.05 označava statistički značajnu razliku u 

odnosu na kontrolu, dok # p < 0.05 označava statistički značajnu razliku u 

odnosu na ćelije tretirane MPP+. 
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AMPK bio je farmakološki, gde su primenjeni farmakološki inhibitor AMPK 

dorzomorfin - Comp C (223), ili farmakološki aktivatori AMPK, AICAR i metformin 

(224,225). Dorzomorfin je liposolubilni derivat pirazolopirimidina koji se u ćelijama 

ponaša kao jak, selektivni inhibitor AMPK (223,226). AICAR se u ćeliji prevodi u ZMP 

(5-aminoimidazol-4-karboksamid ribonukleotid), nukleozid koji je analog adenozin 

monofosfata i na taj način stimuliše aktivaciju AMPK, dok je metformin biguanidinsko 

jedinjenje koje se koristi u terapiji dijabetesa tipa 2. Pored toga, metformin je i inhibitor 

kompleksa I mitohondrija, usled čega u ćelijama dovodi do aktivacije AMPK signalnog 

puta (224). 

 

4.3.1. AMPK stimuliše aktivaciju Akt u SH-SY5Y ćelijama tretiranim MPP+ 

 

S obzirom da su rezultati prethodno prikazanih eksperimenata pokazali da 

MPP+ toksinom-indukovan oksidativni stres dovodi do oštećenja mitohondrija i 

pospešuje smrt ćelija, kao i da dovodi do aktivacije AMPK i Akt, dve bitne protein 

kinaze uključene u procese preživljavanja i regulacije energetskog balansa ćelije, 

sledeće je ispitano kakva je vremenska dinamika i međuzavisnost aktivacije ovih kinaza 

u tretmanu SH-SY5Y ćelija MPP+. Da bismo to ispitali, u eksperimentima smo koristili 

metodu genskog utišavanja pomoću male ukosničaste RNK (shRNK). Ćelije humanog 

neuroblastoma SH-SY5Y su transfektovane kontrolnom shRNK i shRNK specifičnom 

za AMPK. Nakon toga, transfektovane ćelije su tretirane MPP+ u trajanju od 8 h i 

potom lizirane za imunoblot analizu. Uspešnost transfekcije shRNK za AMPK, 

potvrđena je imunoblot analizom, koja je pokazala da je došlo do utišavanja gena za 

AMPK, jer su nivoi ukupnog AMPK proteina i fosforilisane forme bili značajno sniženi 

u odnosu na kontrolno transfektovane ćelije (Slika 15.). Pored ovoga, imunoblot analiza 

je pokazala da dolazi i do smanjenja aktivacije Akt signalnog puta u MPP+ tretiranim 

ćelijama kod kojih je prisustvo shRNK negativno uticalo na transkripciju gena za 

AMPK. Ovakav rezultat je ukazao da aktivacija AMPK signalnog puta ima ulogu u 

stimulaciji Akt indukovanoj MPP+. 
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4.3.2. Genska inhibicija AMPK dovodi do povećanja produkcije 

superoksidnog anjona u SH-SY5Y ćelijama tretiranim MPP+ 

 

Rezultati istraživanja etiologije PB sve češće ukazuju da bi AMPK mogla imati 

značajnu ulogu u procesu neurodegeneracije u PB (227–229). Međutim, neke od ovih 

studija su pokazale da bi aktivacija AMPK mogla imati neuroprotektivan efekat, dok su 

druge studije pokazale da bi aktivacija AMPK mogla doprinositi oštećenju neurona.  Da 

bismo ispitali ulogu AMPK u porastu produkcije superoksidnog anjona tokom dejstva 

MPP+ toksina, SH-SY5Y ćelije, transfektovane pomoću shRNK za AMPK, su tretirane 

MPP+ (2 h). Po isteku tretmana, ćelije su obojene DHE bojom, selektivnom za 

superoksid, a potom analizirane protočnom citofluorimetrijom. Dobijeni rezultati su 

pokazali da je inhibicija transkripcije AMPK gena dovela do statistički značajnog 

porasta produkcije superoksidnog anjona u tretmanu MPP+, sa 1,7 puta u kontrolno 

Slika 15. Utišavanje gena za AMPK dovodi do smanjenja aktivnosti Akt 

kinaze u tretmanu sa MPP+. SH-SY5Y ćelije su transfektovane sa 

kontrolnom ili AMPK shRNK. Transfektovane ćelije su tretirane MPP+ u 

trajanju od 2 h i potom analizirane imunoblot metodom. Utišavanje gena za 

AMPK rezultiralo je i smanjenjem aktivacije Akt kinaze u tretmanu sa MPP+. 

Efikasnost transfekcije je potvrđena imunoblot analizom poređenjem totalne 

forme AMPK i aktina. Vrednosti prikazane u histogramima predstavljuju 

aritmetičku sredinu ± SD iz 3 nezavisna eksperimenta. * p < 0.05 označava 

statistički značajnu razliku u odnosu na kontrolu (Ø), dok # p < 0.05 

označava statistički značajnu razliku u odnosu na ćelije tretirane MPP+. 

A B 
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transfektovanim ćelijama na 2,2 puta u AMPK shRNK transfektovanim ćelijama  (Slika  

16.). Pored toga, analiza preživljavanja ćelija neuroblastoma u tretmanu sa MPP+ (24 

h), MTT testom je pokazala da postoji statistički značajna razlika u vijabilitetu AMPK 

shRNK transfektovanih ćelija (35,7%) u odnosu na kontrolno transfektovane ćelije 

(54,5%) (Slika 16.). Sličan rezultat je dobijen i u eksperimentima gde je u SH-SY5Y 

ćelije nukleoporacijom ubačen dnAMPK plazmid, čija je funkcija bila da spreči 

fosforilaciju supstrata nishodno u putu aktivacije AMPK, dok je u kontrolno 

transfektovane ćelije ubačen prazan vektor pcDNA3. Efikasnost transfekcije je 

potvrđena imunoblot analizom, odnosno zabeleženo je ukupno povećanje količine 

AMPK proteina. (Slika 17.). Po isteku 24-časovnog tretmana MPP+, rezultati MTT 

testa su pokazali da inhibicija transkripcije  AMPK gena dodatno smanjuje vijabilnost 

ćelija (Slika 17).  Na osnovu ovoga možemo zaključiti da gensko utišavanje AMPK 

povećava nivo superoksidnog anjona i osetljivost SH-SY5Y ćelija na citotoksično 

dejstvo MPP+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 16. Genska inhibicija AMPK primenom AMPK shRNK povećava 

MPP+ - indukovanu produkciju oksidativnog stresa i dodatno smanjuje 

ćelijski vijabilitet kod SH-SY5Y ćelija tretiranih MPP+. Transfektovane 

ćelije su inkubirane 2 h sa 2 mM MPP+, potom obojene DHE bojom i 

analizirane na protočnom citofluorimetru (A), dok je ćelijski vijabilitet 

određen MTT testom nakon 24 h tretmana (B). Prikazane su prosečne 

vrednosti ± SD iz tri različita eksperimenta u odnosu na kontrolne ćelije (Ø) 

(A), odnosno triplikata iz tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na 

Ø, # p < 0,05 u odnosu na MPP+ tretman. 

A B 
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4.3.3. Farmakološka modulacija AMPK signalnog puta ukazuje na 

protektivnu ulogu ovog signalnog puta u MPP+ tretmanu ćelija 

 

U cilju daljeg ispitivanja uticaja inhibicije AMPK u MPP+ citotoksičnom 

modelu PB, primeni MPP+ (2 mM) tretmana na SH-SY5Y ćelije je prethodio  tretman 

farmakološkim inhibitorom AMPK, Comp C, (1 µM, 30 minuta). Po isteku 24 h, MTT 

testom je pokazano da i farmakološka inhibicija AMPK povećava osetljivost SH-SY5Y 

na MPP+, što je bilo u skladu sa rezultatima dobijenim u eksperimentima sa AMPK  

shRNK (Slika 18A).  

Nakon ovoga, zanimalo nas je da li bi primena farmakoloških aktivatora AMPK 

mogla imati protektivnu ulogu u MPP+ modelu. SH-SY5Y ćelije su najpre tretirane 

farmakološkim aktivatorima, AICAR-om (250 µM.) i metforminom (4 mM) u trajanju 

od pola sata, a potom i 2 mM MPP+. Po isteku tretmana, ispitivanjem vijabiliteta, 

pokazano je da oba farmakološka aktivatora AMPK dovode do statistički značajnog 

povećanja vijabiliteta u tretmanu MPP+ u odnosu na kontrolno tretirane ćelije (Slika 18 

B). 

Slika 17. Utišavanjem gena za AMPK primenom dn-AMPK plazmida 

povećava se osetljivost SH-SY5Y ćelija na MPP+. SH-SY5Y ćelije su 

transfektovane sa konrolnim pcDNA3 plazmidom ili dn-AMPK plazmidom 

(2 µg). Efikasnost transfekcije je potvrđena imunoblot analizom poređenjem 

nivoa totalne forme AMPK u kontrolno-, odnosno dn-AMPK 

transfektovanim ćelijama (A). Transfektovane ćelije su potom inkubirane 24 

h sa 2 mM MPP+ (B). Po isteku tretmana, MTT testom je analiziran ćelijski 

vijabilitet (B). Prikazane su vrednosti aritmetičke sredine ± SD iz triplikata iz 

tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolu, # p < 0,05 u 

odnosu na MPP+ tretman. 
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4.4. Uloga protein kinaze B (PKB/Akt) u modulaciji AMPK signalnog puta i 

citotoksičnom dejstvu MPP+ izazvanim oksidativnim stresom 

 

Dosadašnje studije su pokazale da aktivacija Akt signalnog puta ima važnu 

ulogu ne samo u regulaciji postnatalnog razvića DA neurona, već i u protekciji DA 

neurona u različitim modelima PB (184–189). Tako je u eksperimentima sa transgenim 

miševima koji su homozigotni nosioci DJ-1 mutacije, pokazano da virusna transfekcija 

dodatne kopije wt Akt gena smanjuje toksično dejstvo MPTP (188), dok je u drugoj 

studiji pokazano da se in situ injektovanjem virusnog vektora sa kontstitutivno 

aktivnom formom Akt kinaze, inhibira citotoksični efekat 6-OHDA u DA neuronima 

miša (189).  

 Kako smo modulacijom AMPK signalnog puta pokazali da AMPK smanjuje 

stepen oštećenja ćelija izazvan MPP+ i nivo oksidativnog stresa, ali i da dovodi do 

aktivacije Akt signalnog puta, dalje smo ispitivali u kakvom su odnosu AMPK i Akt 

signalni put u ovom modelu. Aktivnost Akt signalnog puta je modulisana na sličan 

Slika 18. Farmakološka inhibicija AMPK signalnog puta povećava 

osetljivost SH-SY5Y ćelija na MPP+, dok primena farmakoloških 

aktivatora AICAR i metformina inhibira citotoksično dejstvo MPP+. SH-

SY5Y ćelije su pretretirane sa Comp C (A), AICAR i metforminom (B). 

Nakon pola sata su tretirane 2 mM MPP+. Po isteku tretmana, MTT testom je 

analiziran ćelijski vijabilitet (A, B). Prikazane su vrednosti aritmetičke 

sredine ± SD iz triplikata iz tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu 

na kontrolu, # p < 0,05 u odnosu na MPP+ tretman. 

A B 



 66 

način kao i u slučaju AMPK- genskom modulacijom i primenom farmakoloških 

inhibitora. U ćelije je nukleoporacijom ubačen dnAkt plazmid čija je funkcija bila da 

spreči fosforilaciju supstrata nishodno u putu aktivacije Akt, dok smo za farmakološku 

inhibiciju aktivnosti Akt kinaze, koristili inhibitor njemu ushodne kinaze PI3K, 

LY294002, odnosno  direktan inhibitor Akt kinaze, 10-DEBC hidrohlorid. 

 

4.4.1. Farmakološka inhibicija Akt signalnog puta povećava osetljivost ćelija 

neuroblastoma na štetno dejstvo MPP+  

 

Uzimajući u obzir činjenicu da Akt kinaza ima važnu ulogu u regulaciji vitalnih 

ćelijskih procesa kao što su sinteza proteina, metabolizam glukoze, ćelijski rast, 

proliferacija i diferencijacija (180), u sledećim eksperimentima smo ispitivali kako 

farmakološka inhibicija Akt signalnog puta utiče na oksidativni stres i preživljavanje SH-

SY5Y ćelija u tretmanu MPP+. SH-SY5Y ćelije su pre primene MPP+ (2 mM) tretirane 

inhibitorima (LY294002 10 µM i 10-DEBC hidrohlorid 20 µM) u trajanju od 30 

minuta. Po isteku inkubacije smo analizirali procenat vijabilnosti ćelija i produkciju 

superoksidnog anjona. Analiza vijabiliteta je pokazala da su ćelije tretirane inhibitorima 

osetljivije na štetno dejstvo MPP+, dok je analiza protočnom citofluorimetrijom 

pokazala statistički značajan porast produkcije superoksida u uzorcima gde je primeni 

MPP+ tretmana prethodio tretman inhibitorima LY294002 i 10-DEBC hidrohlorid 

(Slika 19.).  

Rezultati farmakološke inhibicije Akt signalnog puta upućuju na to da bi ovaj 

signalni put mogao imati značajnu ulogu u smanjenju nivoa produkcije superoksidnog 

anjona i protekciji SH-SY5Y ćelija u MPP+ modelu.  
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4.4.2. Genska inhibicija aktivnosti Akt kinaze doprinosi oksidativnom stresu 

i osetljivosti ćelija neuroblastoma na oštećenje izazvano MPP+  

 

Kako bismo isključili mogućnost da je protektivni efekat Akt posledica 

nespecifičnog dejstva farmakoloških inhibitora, želeli smo da ispitamo da li bismo 

genskim utišavanjem Akt kinaze, potvrdili prethodno dobijene rezultate.  

Ćelije humanog neuroblastoma su transfektovane dnAkt plazmidom. Efikasnost 

transfekcije je potvrđena imunoblot analizom, gde se mutirana forma Akt kinaze vidi kao 

gornja, teža, proteinska traka ukupnog Akt proteina u lizatu (Slika 20.). Nakon inkubacije 

transfektovanih ćelija sa MPP+, MTT testom je pokazano da su dnAkt ćelije značajno 

osetljivije na toksično dejstvo MPP+ u odnosu na kontrolno transfektovane ćelije vektorom 

sa nepromenjenom (wt) kopijom Akt gena (Slika 20.).  U skladu sa tim je bio i rezultat da je 

u ovim uslovima  produkcija superoksidnog anjona veća u dnAkt transfektovanim ćelijama 

A B 

Slika 19. Farmakološki inhibitori Akt povećavaju oksidativni stres i 

citotoksično dejstvo MPP+ u SH-SY5Y ćelijama. SH-SY5Y ćelije su 

pretretirane farmakološkim inhibitorima Akt kinaze LY294002 (10 μM) ili 

10-DEBC (20 μM) i potom inkubirane 2 h sa 2 mM MPP+ (A), odnosno 24 h 

(B). Po isteku tretmana, ćelije su obojene fluorohromom DHE, specifičnim za 

superoksid anjon radikal O2
-
 i analizirane na protočnom citofluorimetru (A), 

dok je ćelijski vijabilitet određen MTT testom (B). Prikazane vrednosti 

predstavljaju relativnu promenu srednjeg intenziteta fluorescence tretiranih 

ćelija u odnosu na kontrolne, netretirane ćelije u kojima je vrednost arbitrarno 

postavljena na 1 (A). Prikazane su vrednosti aritmetičke sredine ± SD iz 3 

nezavisna eksperimenta u odnosu na netretirane ćelije (A), odnosno vrednosti 

triplikata iz tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolu, # p 

< 0,05 u odnosu na MPP+ tretman. 
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tretiranim MPP+ u odnosu na kontrolno transfektovane ćelije pod istim tretmanom (Slika 

20.).  

 

 

Prikazani rezultati su potvrdili da u ovom modelu aktivacija Akt kinaze ima 

citoprotektivno dejstvo, koje se ogleda u inhibiciji oksidativnog stresa. 

 

4.4.3. Uloga Akt kinaze u modulaciji AMPK signalnog puta u MPP+ modelu 

PB  

 

U eksperimentima sa shRNK AMPK smo pokazali da je pad ekspresije AMPK 

praćen i padom aktivnosti Akt kinaze. Sledeće što smo želeli da ispitamo je kako se 

inhibicija Akt signalnog puta odražava na aktivnost AMPK. Imunoblot analizom ćelija 

humanog neuroblastoma transfektovanih dnAkt plazmidom, pokazali smo da je snižen 

stepen Akt-zavisne fosforilacije PRAS40 (na poziciji Ser 246), direktnog supstrata za 

Slika 20. Utišavanjem gena za Akt 

primenom dn-Akt plazmida 

povećava se oksidativni stres i 

osetljivost SH-SY5Y ćelija na 

MPP+. SH-SY5Y ćelije su 

transfektovane sa konrolnim wt-Akt 

plazmidom ili dn-Akt plazmidom (2 

µg). Efikasnost transfekcije je 

potvrđena imunoblot analizom., dn-

Akt plazmid predstavlja gornju traku 

(A). Transfektovane ćelije su potom 

inkubirane 2 h, odnosno 24 h sa 2 

mM MPP+ (B, C). Po isteku 

tretmana, ćelije su obojene 

fluorohromom DHE i analizirane na 

protočnom citofluorimetru (B), dok je 

ćelijski vijabilitet određen MTT 

testom (C). Prikazani rezultati 

predstavljaju prosečnu vrednost ± SD iz 

tri različita eksperimenta u odnosu na 

netretirane ćelije (B), odnosno 

triplikata iz tri nezavisna 

eksperimenta (C). * p < 0,05 u odnosu 

na kontrolu, # p < 0,05 u odnosu na 

MPP+ tretman. 

A 

B 

C 
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Akt (Slika 21.). Pored toga, imunoblot analiza je pokazala da dnAkt ne dovodi do 

promene u aktivnosti AMPK i njoj nishodne kinaze Raptora (Slika 21.). Dakle, dobijeni 

rezultati pokazuju da AMPK može da moduliše aktivnost Akt kinaze, ali obrnut efekat 

nije pokazan. Da bismo utvrdili da li efekat AMPK na aktivnost Akt kinaze direktan ili 

indirektan, primenili smo metodu ko-imunoprecipitacije. Po isteku tretmana MPP+ (8 

h). SH-SY5Y ćelije humanog neuroblastoma su lizirane i inkubirane sa anti-Akt 

antitelom i agaroznim kuglicama. Na ovaj način dolazi do vezivanja imunokompleksa 

za agarozne kuglice, odnosno kuglice preko anti-Akt antitela vezuju za sebe iz ćelijskog 

lizata Akt protein, ali i sve druge proteine sa kojima je on u direktnoj vezi. Nakon toga, 

imunokompleksi su analizirani imunoblotom. Primenom anti-Akt antitela vizuelizovane 

su proteinske trake imunokompleksa vezanog za agarozni nosač, dok signal anti-AMPK 

antitela nije detektovan (Slika 22.). Ovaj rezultat sugeriše da interakcija AMPK sa Akt 

kinazom nije direktna, već se verovatno AMPK-zavisna aktivacija Akt dešava 

indirektnim mehanizmom.  

 

 

 

Slika 21. Primena dn-Akt konstrukta ne utiče na aktivnost AMPK kinaze 

u tretmanu sa MPP+. SH-SY5Y ćelije su transfektovane sa konrolnim ili 

dn-Akt plazmidom. Transfektovane ćelije su tretirane MPP+ u trajanju od 2h 

i potom analizirane imunoblot metodom. Inhibicija kinazne aktivnosti Akt-a  

dovela je do smanjenja nivoa Akt-zavisne fosforilacije PRAS40 proteina (Thr 

246), ali nije uticala na promenu nivoa aktivnosti AMPK kinaze i njenog 

nishodnog supstrata Raptor proteina (A).Vrednosti prikazane u histogramima 

predstavljuju aritmetičku sredinu ± SD iz 3 nezavisna eksperimenta (B). * p < 

0,05 označava statistički značajnu razliku u odnosu na Ø, dok # p < 0,05 

označava statistički značajnu razliku u odnosu MPP+-tretirane ćelije.  

A B 
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4.5. mTORC1-zavisna autofagija smanjuje toksično dejstvo u MPP+  

modelu PB 

 

Kako je karakteristika degeneracije dopaminergičkih neurona u PB oštećenje 

mitohondrija i nakupljanje proteinskih agregata, ne čudi da se sve veći broj studija, 

poslednjih godina bavi ispitivanjem značaja autofagije u patogenezi PB (130,230–232).  

 

4.5.1. MPP+ izaziva mTORC1-zavisnu autofagiju u SH-SY5Y ćelijama  

 

U prethodno dobijenim rezultatima pokazali smo da u MPP+ modelu dolazi do 

rane aktivacije AMPK, ali i Akt kinaze. Poznato je da obe kinaze utiču na mTORC1 

signalni put. Naime, pokazano je da, u uslovima energetskog stresa, dolazi do AMPK-

zavisne inhibicije mTORC1. Tako aktivirana AMPK, tada fosforiliše TSC2 na Ser 

1387, koji dalje preko RHEB (engl. Ras homolog enriched in brain) proteina inhibira 

aktivaciju mTORC1 (233). Suprotno delovanju AMPK, Akt kinaza direktnom 

fosforilacijom  Thr 1462 na TSC2, poništava inhibitorni efekat na RHEB i dovodi do 

aktivacije mTORC1 (179). Imajući ove činjenice u vidu, zanimalo nas je da utvrdimo 

lizat IP: anti-
Akt 

Slika 22. AMPK i Akt kinaza nisu u 

direktnoj fizičkoj vezi. SH-SY5Y 

ćelije su tretirane MPP+ i po isteku 

tretmana lizirane. Lizati su analizirani 

metodom imunoprecipitacije i 

vizuelizovani imunoblot tehnikom.  
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stepen aktivacije mTORC1 kinaze u MPP+ modelu. Ćelije humanog neuroblastoma  su 

tretirane 2 mM MPP+ u trajanju 2 do 24 h i lizirane po isteku tretmana (Slika 23.). 

Imunoblot analizom, utvrdili smo da, za razliku od brzih promena u stepenu aktivnosti 

AMPK i Akt, do pada u nivou fosforilacije mTORC1 dolazi tek nakon 24 h. U skladu sa 

ovom inhibicijom zabeležen je i pad aktivnosti supstrata mTORC1, p70S6K i 4E-BP1, 

takođe tek nakon 24 h (Slika 23.).  

 Pored uloge u koordinaciji sinteze proteina i kontroli ćelijskog rasta, mTORC1 

je glavni inhibitor autofagije. Tako, u fiziološkim uslovima mTORC1 inhibira ULK1, 

fosforilacijom na Ser 757 i onemogućava započinjanje procesa autofagije. Imunoblot 

analizom pokazali smo da MPP+, nakon 24 h, dovodi do pada fosforilacije ULK1 na 

poziciji Ser 757, da indukuje konverziju proteina LC3-I u LC3-II, što je karakteristika 

autofagije, ali i da dovodi do kontinuiranog nakupljanja p62 i pada u nivou 

lizozomalnog proteina LAMP-1 (Slika 23.).  
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Sledeće što smo želeli da ispitamo, jeste nivo zastupljenosti kiselih, 

unutarćelijskih vezikula (koje odgovaraju lizozomima i autofagolizozomima) u 

različitim vremenskim intervalima nakon tretmana MPP+, primenom pH senzitivne 

boje LysoTracker Red DND-99. Analiza SH-SY5Y ćelija protočnom 

citofluorimetrijom, pokazala je da dolazi do pada u nivou crvene fluorescence nakon 2 

h, odnosno do smanjenja broja lizozoma u ostalim ispitivanim vremenima, u odnosu na 

netretirane ćelije (Slika 24.).  

 

Slika 23. MPP+ indukuje mTORC1-zavisnu autofagiju u SH-

SY5Y ćelijama. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi (A). 

Vrednosti u histogramima odgovaraju vrednostima dobijenim 

denzitometrijskom analizom nivoa fosforilacije mTORC1, S6k, 4E-

BP1 i ULK1 proteina (B), kao i vrednostima dobijenim 

denzitometrijskom analizom nivoa LC3-II, p62 i LAMP1 proteina 

(C). Vrednosti prikazane u histogramima predstavljuju prosečnu 

vrednost ± SD iz tri nezavisna eksperimenta (B). * p < 0.05 označava 

statistički značajnu razliku u odnosu na kontrolu (Ø). 
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Dakle, možemo da zaključimo da MPP+ dovodi do indukcije autofagije koja je 

delimično inhibirana smanjenjem broja lizozoma i sledstvenim padom proteolize u SH-

SY5Y ćelijama.  

 

 

4.5.2. MPP+ indukuje kasnu, citoprotektivnu autofagiju u SH-SY5Y 

ćelijama humanog neuroblastoma 

 

Pored klasične uloge autofagije u održavanju energetske i proteinske 

homeostaze u ćelijama, ona može biti i alternativni put programirane ćelijske smrti tipa 

II ukoliko je oštećenje ćelije preveliko ili ukoliko je autofagija nepravilno ili preterano 

aktivirana (126,128,234). 

U cilju ispitivanja uloge autofagije u MPP+ toksičnom modelu PB, SH-SY5Y 

ćelije su tretirane farmakološkim inhibitorima autofagije. Za potrebe ovog eksperimenta 

koristili smo vortmanin (W), inhibitor rane faze autofagije, koji svoje dejstvo ostvaruje 

inhibicijom klase III PI3K i na taj način sprečava formiranje autofagozoma; i dva 

inhibitora kasne faze autofagije, koji sprečavaju fuziju autofagozoma i lizozoma, 

A B 

Slika 24. MPP+ dovodi do smanjenja broja lizozoma u ćelijama 

humanog neuroblastoma. Ćelije su tretirane 2 mM MPP+ u vremenskim 

intervalima naznačenim u histogramu (B). Po isteku tretmana, ćelije su  

obojene fluorohromom LysoTracker Red DND-99,  koji specifično boji kisele 

vezikule i analizirane na protočnom citofluorimetru. Prikazan je 

reprezentativni histogram dobijen iz 3 nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u 

odnosu na kontrolu.  
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bafilomicin (BAF) i hlorokin (CQ) (235–237). Istovremena primena MPP+ i nekog od 

ovih inhibitora nije dovela do promena u vijabilnosti ćelija nakon 24 h u odnosu na 

tretman samo MPP+. Međutim, kako je imunoblot analiza pokazala da dolazi do kasne 

inhibicije mTORC1 i porasta LC3-II, odnosno da MPP+ indukuje kasnu autofagiju, tek 

nakon 24 h, analizirali smo vijabilitet SH-SY5Y ćelija i nakon 48 h. Rezultati MTT 

testa pokazali su da i rani i kasni inhibitori autofagije pojačavaju citotoksično dejstvo 

MPP+ na SH-SY5Y ćelije nakon 48 h (Slika 25.). Dakle, prikazani rezultati zajedno 

ukazuju na to da MPP+ indukuje kasnu, mTORC1-zavisnu autofagiju, koja je delimično 

blokirana na lizozomalnom nivou, usled smanjenja broja lizozoma, i da ova indukcija 

kasne autofagije ima citoprotektivnu ulogu.  

 

 

 

 

 

4.6. Mehanizam autofagije indukovane MPP+ posredovan je porastom 

oksidativnog stresa i aktivacijom AMPK signalnog puta 

 

 

Pošto smo pokazali da MPP+ izaziva oksidativni stres i aktivaciju AMPK i Akt 

kinaza, dalje je ispitivano koja je njihova uloga u MPP+-indukovanoj autofagiji. U tu 

svrhu, SH-SY5Y ćelije su tretirane najpre sa antioksidansima NAC i BHA, nakon čega 

je određivan nivo konverzije LC3-I u LC3-II. U uzorcima ćelija koje su pretretirane 

antioksidansima zabeležen je pad nivoa LC3-II, više od 60% u odnosu na MPP+ 

tretirane ćelije (Slika 26.). Sličan rezultat je dobijen i u eksperimentu sa genskim 

utišavanjem AMPK, primenom male ukosničaste RNK. AMPK shRNK u tretmanu sa 

Slika 25. MPP+ pokreće citoprotektivnu autofagiju u SH-SY5Y ćelijama. SH-SY5Y 

ćelije su tretirane 24 i 48 h 2 mM MPP+ u prisustvu ili odsustvu inhibitora autofagije, 

bafilomicina A1 (BAF, 10 nM), vortmanina (200 nM) ili hlorokina (20 μM). Vijabilitet je 

određen MTT testom po isteku tretmana, a prezentovani rezultati predstavljaju aritmetičku 

sredinu ± SD iz tri različita eksperimenta.  * p < 0,05 u odnosu na Ø, # p < 0,05 u odnosu na 

MPP+ tretman. 
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MPP+ je dovela do smanjenja LC3-II u poređenju sa kontrolno transfektovanim 

ćelijama (Slika 26.). Nasuprot ovim rezultatima, transfekcija SH-SY5Y ćelija sa dnAkt 

plazmidom, indukovala je porast nivoa LC3-II u tretmanu sa MPP+ u poređenju sa 

kontrolno transfektovanim ćelijama (Slika 26.). Shodno tome, ovi rezultati ukazuju da 

ekspresija dnAkt doprinosi indukciji autofagije u ovom modelu.  

Dakle, može se izvesti sledeći zaključak da MPP+-indukovan oksidativni stres i 

aktivacija AMPK stimulišu citoprotektivnu autofagiju u SH-SY5Y ćelijama, dok 

istovremena aktivacija Akt signalnog puta u MPP+ modelu, dovodi do supresije 

autofagije, inhibicijom oksidativnog stresa. 
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Slika 26. MPP+ indukuje citoprotektivnu autofagiju 

mehanizmom zavisnim od oksidativnog stresa i aktivacije 

AMPK u SH-SY5Y ćelija humanog neuroblastoma. SH-SY5Y 

ćelije su tretirane 2 mM MPP+. Po isteku tretmana od 24 h, 

analizirana je konverzija LC3-I u LC3-II u vremenskim intervalima 

naznačenim u histogramu (B). SH-SY5Y ćelije su inkubirane sa 

antioksidansima butiliranim hidroksianizolom (BHA; 100 μM) ili N-

acetilcisteinom (NAC; 2 mM) (A), transfektovane sa kontrolnom i 

AMPK shRNK (B), sa wt-Akt (kontrola) ili dn-Akt (C) i potom 

tretirane 2 mM MPP+ u trajanju od 24 h. Po isteku tretmana 

analizirana je relativna promena LC3-II proteina u odnosu na 

količinu aktina u odgovarajućem uzorku i u odnosu na netretirane 

ćelije (Ø) gde je nivo proteina arbitrarno postavljen na 1. Prikazani 

su reprezentativni imunoblotovi, dobijeni iz 3 nezavisna 

eksperimenta. Vrednosti prikazane u histogramima predstavljuju 

aritmetičku sredinu ± SD iz 3 nezavisna eksperimenta (B). * p < 0.05 

označava statistički značajnu razliku u odnosu na kontrolu (Ø). 
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U ovoj disertaciji je ispitivan odnos AMPK i Akt signalnog puta, oksidativnog 

stresa i autofagije u in vitro modelu PB izazvane MPP+ toksinom. Dobijeni rezultati su 

po prvi put pokazali da oksidativni stres indukovan MPP+ dovodi do aktivacije AMPK, 

koja dalje sa jedne strane indukuje aktivaciju Akt kinaze, koja ima važnu ulogu u 

preživljavanju i inhibiciji oksidativnog stresa, dok sa druge strane pokreće autofagiju 

zavisnu od mTORC1, koja ima citoprotektivni efekat. Pored toga, u ovoj studiji je 

pokazano i da aktivacija Akt kinaze može, u izvesnoj meri, da ima nepovoljan uticaj na 

aktivaciju AMPK i njen citoprotektivni efekat, i to inhibicijom autofagije. 

Podaci dobijeni iz različitih epidemioloških studija ukazuju da i incidencija i 

prevalencija PB povećavaju sa godinama starosti populacije koja se ispituje, tako da se 

može reći da je starost najznačaniji faktor rizika za PB (2). Imajući u vidu činjenicu da 

je u poslednjih nekoliko decenija došlo do produžavanja prosečnog životnog veka, 

očekuje se da bi broj obolelih do 2040. mogao povećati na više od 17 miliona (238). 

Uzimajući u obzir dugu premotornu fazu bolesti, nedovoljno razjašnjenu etiologiju 

bolesti, kao i to da je trenutno jedina dostupna terapija simptomatska, fokus istraživanja 

u poslednje tri decenije je bio usmeren na otkrivanje molekularnih mehanizama koji se 

nalaze u osnovi degeneracije DA neurona u PB (193). Dosadašnja saznanja ukazuju da 

bi oksidativni stres, oštećenje mitohondrija i ćelijskih sistema za održavanje homeostaze 

proteina i/ili organela, mogli biti odgovorni za degeneraciju i smrt DA neurona u SN 

(44,73,79). Ustanovljeno je da se DA neuroni nalaze u stanju konstantnog oksidativnog 

stresa, zbog samog metabolizma DA (239–241), relativnog manjka enzima 

antioksidativne zaštite (169), visokog sadržaja jona gvožđa (54–56,59,242) i prisustva 

neuromelanina (61,62,243–245). Pored toga, histopatološkom analizom tkiva mozga 

obolelih od PB, pokazano je da u SN, dolazi do nakupljanja proteinskih agregata u vidu 

LT. Danas znamo da je αSYN kvantitavno najzastupljeniji protein LT (9), ali su pored 

ovog proteina u LT prisutni i ubikvitin, α-tubulin, neurofilamenti, proteini toplotnog 

stresa i mnogi drugi. Utvrđeno je da do nakupljanja proteina može doći ili usled 

produkcije mutiranih formi proteina, povećane produkcije wt forme proteina ili usled 

disfunkcije autofagno-lizozomskog sistema razgradnje (87–92).  
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Jedno od značajnijih otkrića u rasvetljavanju molekularnih mehanizama 

degeneracije DA neurona, bilo je slučajno otkriće MPP+ (32,33). Naime, nakon 

slučajnog otkrića da MPTP dovodi do fudroajantne pojave kliničke slike parkinsonizma, 

mnoga istraživanja ćelijskim i animalnim modelima su pokušala da objasne mehanizme 

neurodegeneracije dopaminergičkih neurona usled delovanja ovog toksina. Pokazano je 

da se MPTP u astrocitima, delovanjem enzima MAO B, prevodi iz forme protoksina, uz 

pomoć, u aktivni oblik MPP+ (202), koji preko DAT ulazi u neurone (208) i inhibira 

kompleks I LPE mitohondrija (205). Ovakav rezultat, kao i otkriće monogenski 

mutacija kod pacijenata sa familijarnim oblikom bolesti, poput mutacija u genima 

SNCA, CHCHD2 (engl. Coiled-Coil-Helix-Coiled-Coil-Helix Domain Containing 2), 

PARKIN, PINK1, LRRK2, DJ-1 i ATP132, kod koji je pokazana direktna veza između 

genske mutacije i poremećene mitohondrijalne dinamike, biogeneze, mitofagije, 

regulacije unutarćelijskih nivoa jona Ca
2+

 i disfuncije LPE, podstaklo je istraživače da 

ispitaju ulogu mitohondrija u etiopatogenezi PB (76). Tako je obdukcionom analizom 

tkiva mozga obolelih od PB, ustanovljeno da postoji pad u aktivnosti kompleksa I (246–

250). U prilog ovim rezultatima išli su i rezultati dobijeni u drugim studijama. U studiji 

u kojoj je analizirano mišićno tkivo obolelih od PB, primenom magnetno-rezonantne 

spektroskopije, pokazano je da postoji značajno smanjenje odnosa neorganskih fosfata i 

fosfokreatina, odnosno da kod pacijenata postoji opšta mitohondrijalna disfunkcija 

(251). U drugim studijama je analizirana koncentracija CoQ10, akceptora elektrona iz 

kompleksa I i II u LPE i pokazano je da kod obolelih od PB dolazi do smanjenja 

koncentracije CoQ10 (252). Razultati ovih vrlo metodološki heterogenih studija zajedno 

ukazuju da u PB postoji poremećaj u funkciji mithondrija. 

Za ispitivanje efekta MPP+ na preživljavanje ćelija humanog neuroblastoma 

korišćen je MTT test. U našoj studiji je zabeležen dozno i vremenski-zavisni pad 

vijabiliteta koji je bio u skladu sa rezultatima dobijenim u prethodno sprovedenim 

studijama ispitivanja toksičnosti MPP+ na SH-SY5Y neuronskoj ćelijskoj liniji 

(253,254). Takođe, ovaj rezultat je korelirao sa nalazima studija u kojima su korišćeni i 

drugi neurotoksini koji se koriste kao model u ispitivanju molekularnih mehanizama 

neurodegeneracije u PB, poput 6-OHDA, rotenona ili parakvata (113,255,256). 

Apoptoza je jedan od modaliteta ćelijske smrti, a kako je reč o programiranoj 

ćelijskoj smrti, tokom apoptoze, ćelije prolaze specifične morfološke promene (112). 
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Iako modalitet i tip ćelijske smrti nije bio predmet bližeg istraživanja u ovoj disertaciji, 

primenom fazno-kontrasne mikroskopije, nakon delovanja MPP+ uočene su 

citomorfološke promene koje ukazuju na prisustvo apoptoze SH-SY5Y ćelija: gubitak 

poligonalnog oblika, vakuolizacija, smanjenje veličine ćelija i gubitak adherentnih 

svojstava. Ovakav nalaz je bio u skladu sa podacima iz literature različitih in vivo i in 

vitro studija (257–261). Tako su Sheehan i saradnici primenom transmisione 

elektronske mikroskopije, analizirali ultrastrukturne promene do kojih MPP+ dovodi na 

ćelijskom nivou. Oni su pokazali da nakon tretmana, dolazi do gubitka neurita SH-

SY5Y ćelija i one gube karakteristični poligonalni oblik, volumena citoplazme se 

smanjunje, a uočavaju se i promene ćelijskog jedra po tipu piknoze i kariorekse, uz 

izraženu vakuolizaciju, disperziju ribozoma, Goldžijevog kompleksa, mikrotubula i 

glatkog endoplazminog retikuluma (260). Sve ove morfološke promene ukazuju da 

tretman MPP+om dovodi do pojave apoptoze u SH-SY5Y ćelijama. Ovaj rezultat je bio 

u skladu i sa rezultatima drugih eksperimentalnih studija na SH-SY5Y ćelijskoj liniji 

humanog neuroblastoma u kojima su za indukciju oštećenja neurona korišćeni 6-OHDA, 

rotenon i parakvat (255,256,262). Pored citomorfoloških promena koje odgovaraju 

apoptozi, u eksperimentima sa 6-OHDA i MPP+ na SH-SY5Y i PC12 ćelijskoj liniji 

pokazano je da dolazi do indukcije aktivnosti kaspaza 3 i 9 (254,262–264), dok je na 

PC12 ćelijskoj liniji pokazano je i da dolazi do porasta u nivou p53 proteina (110). U 

prilog ovakvim tvrdnjama, da je apoptoza dominantan mehanizam ćelijskog umiranja u 

ovim in vitro toksičnim modelima PB, išao je i rezultat da se primenom kaspaznih 

inhibitora in vitro sprečava citotoksično dejstvo 6-OHDA (108). 

 Neurotoksični animalni modeli PB su takođe pokazali da apoptoza igra 

značajnu ulogu u oštećenju dopaminergičkih neurona (265–269). Tako je pokazano da 

unilateralna injekcija 6-OHDA u strijatum dovodi do apoptotske smrti DA neurona u 

SN miševa (266,270,271). U eksperimentalnom modelu PB izazvanom MPTP kod 

miševa, pokazano je da dolazi do selektivne degeneracije DA neurona u SN, kao i do 

fragmentacije DNK (268). Sa druge strane, pokazano je da su miševi sa Bax-/- 

mutacijom otporniji na toksično dejstvo MPTP (267).  

U prilog dobijenim rezultatima i hipotezi da apoptoza ima značajnu ulogu u 

propadanju DA neurona u PB, išli su rezultati dobijeni post-mortem patohistološkom 

analizom tkiva mozga obolelih od PB. Mochizuki i saradnici su 1996. godine pokazali 
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prisustvo apoptotičnih neurona u SN pacijenata obolelih od PB (272). Do sličnih 

podataka su došli i Anglade, Tompkins i Tatton sa svojim saradnicima (231,273,274). 

Takođe, post-mortem analizom uzoraka tkiva mozga pacijenata obolelih od PB, 

imunohistohemijskom analizom neurona SN pokazana je veća zastupljenost aktivnih 

oblika apoptotskih efektorskih proteina, kaspaze 3, 8 i 9, kao i Bax proapototskog 

proteina u odnosu na kontrole (109,275,276).  

Imajući u vidu navedene podatke iz literature, kao i citomorfološku analizu 

ćelija koja je govorila u prilog apoptoze, urađena je citometrijska analiza faza ćelijskog 

ciklusa nakon bojenja ćelija propidijum jodidom u cilju detekcije fragmentacije DNK, 

jednog od poslednjih molekularnih događaja tokom apoptoze. Pokazano je da MPP+ 

dovodi do fragmentacije DNK nakon 24 h tretmana, što je bilo u skladu sa rezultatima 

ranijih studija (277,278). Itano i saradnici su pokazali da MPP+, ne samo da dovodi do 

fragmentacije DNK, već i da se radi o kontrolisanom tipu fragmentacije, odnosno da 

fragmenti odgovaraju nukleozomalnoj DNK (277).  

Hipoteza da oksidativni stres i poremećena funkcija mitohondrija, mogu biti deo 

patogeneze koja prethodi degeneraciji DA neurona u PB, postala je aktuelna nakon 

otkrića MPTP. Najpre je utvrđeno da MPP+ indukuje oksidativni stres u DA neuronima 

inhibicijom mitohondrijalnog kompleksa I LPE (202,205,207), dok su Fall i saradnici 

pokazali da apoptozi, koja je indukovana sa MPP+ toksinom, prethodi  oksidativni stres 

(258). Kasnije studije su pokazale da pored inhibicije kompleksa I, MPP+ indukuje 

oksidativni stres i aktivacijom NADH oksidaze, Cyt 450 reduktaze, ksantin oksidaze, 

aldehid dehidrogenaze i lipoamid dehidrogenaze (279–281). Rezultati dobijeni u našoj 

studiji su bili saglasni sa podacima iz literature o povećanoj produkciji superoksidnog 

anjona, što je jedna od karakteristika oksidativnog stresa (282). Naime, u našoj studiji je 

uočen porast produkcije superoksidnog anjona, čija je maksimalna vrednost bila nakon 

2 h tretmana i prethodila je padu potencijala unutrašnje membrane mitohondrija, što bi 

moglo da bude posledica snižene aktivnosti enzima antioksidativne zaštite, povećane 

koncentracije jona gvožđa i prisustva neuromelanina. Iako sam DA nije toksičan, pri 

fiziološkom pH može doći do njegove autooksidacije do 6-OHDA i aminohroma, koji 

je prekursor za nastanak neuromelanina. Pored toga, dva enzima koja imaju značajnu 

funkciju u katabolizmu DA, MAO B i TH, svojom aktivnošću dovode do nastanka 

H2O2, kao jednog od nusproizvoda reakcije, koji usled niske aktivnosti enzima 
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antioksidativne zaštite, ali i prisustva jona gvožđa u SN, dalje može da uđe u Fentonovu 

reakciju, dajući vrlo toksične ROS, poput hidroksilnog radikala (OH
-
) (53,60).  

U literaturi se mogu naći podaci koji govore da bi disfunkcija mitohondrja 

mogla biti posledica, ali i uzrok oksidativnog stresa (283). Upravo iz tog razloga, 

ispitivan je hronološki redosled događaja u MPP+ modelu. Analizirajući rezultate 

protočne citofluorimetrije uočili smo da u našem modelu najpre dolazi do povećane 

produkcije superoksidnog anjona (2 h), što je jedna od karakteristika oksidativnog stresa, 

dok smo pad potencijala unutrašnje membrane mitohondrija detektovali tek nakon 8 h. 

U ovoj disertaciji je pokazano da da oksidativni stres indukovan MPP+ toksinom 

prethodi padu potencijala unutrašnje membrane mitohondrija, što je bilo u skladu sa 

rezultatima drugih studijama (205,257,279,284–289). Naime, u više različitih studija 

pokazano je da depolarizacija unutrašnje mitohondrijalne membrane indukovana MPP+ 

toksinom je zapravo rezultat udruženog dejstva ROS i direktne inhibicije NADH 

dehidrogenaze, tokom koje dolazi do permeabilizacije spoljne membrane mitohondrija, 

odnosno do otvaranja mitohondrijalne tranzicione pore (290,291) i do oslobađanja 

proapoptotskih proteina poput Cyt C, faktora indukcije apoptoze (AIF) i 

SMAC/DIABLO kompleksa u citoplazmu (261,290–293).  

Poznato je da Bcl2 familija proteina može odrediti sudbinu ćelija tako što 

reguliše permeabilnost mitohondrijalne membrane i kontroliše oslobađanje Cyt C iz 

međumembranskog prostora (291,294,295). Tako oslobođen Cyt C učestvuje u 

formiranju apoptozoma i aktivaciji Cas 9 i 3 (296).  

Slično je pokazano i u drugim studijama, gde su oštećenja DA neurona 

indukovana rotenonom i 6-OHDA. Naime, nekoliko istraživačkih grupa je 

biohemijskom analizom potvrdilo hipotezu da su oksidativni stres i disfunkcija 

mitohondrija neki od mogućih procesa koji prethode degeneraciji i umiranju neurona u 

SN (297–299), dok je patohistološla analiza tkiva mozga obolelih od PB nakon 

obdukcije potvrdila da postoji smanjena aktivnost kompleksa I mitohondrija u SN 

(199,246,247), ali i u drugim ćelijama, poput mišićnih, limfocita i trombocita (300–

304). Kasnije, otkrićem monogenskih mutacija, utvrđeno je da neki od gena koji se 

dovode u vezu sa familijarnom formom PB, kodiraju proteine koji svoju funkciju 

obavljaju u ili na mitohondrijama. Tako su mutacije u genima za Parkin, PINK1 i DJ-1, 

povezane sa poremećajima procesa mitofagije mitofuzije i mitofisije (148,150,305–
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308), dok se prekomerna sinteza αSYN, kako mutirane, tako i ishodne wt forme 

proteina, dovodi u vezu sa povećanom fragmentacijom mitohondrija i poremećajem 

mitofagije (309).  

Pored toga, u uzorcima tkiva mozga obolelih od PB primećene su posledice 

oksidativnog stresa, u vidu oksidativnih oštećenja lipida, proteina i DNK (42–44,46–

51,310), kao i snižen nivo glutationa u SN (169,311). 

Budući da je citotoksični efekat MPP+ bio udružen sa snažnom indukcijom 

oksidativnog stresa, usled koje dolazi do depolarizacije unutrašnje mitohondrijalne 

membrane i sledstvene ćelijske smrti, postavljena je hipoteza da bi primena 

antioksidanasa mogla imati neuroprotektivno dejstvo u zaštiti DA neurona od štetnog 

delovanja slobodnih radikala (312,313). Pojedine in vitro studije su pokazale da 

antioksidansi poput NAC, vitamina C i E, CoQ10 i katalaze, štite neurone od MPP+-

indukovanog oksidativnog stresa i ćeljske smrti (314). Pored toga u toku su studije sa 

velikim brojem ispitanika u kojima se ispituje eventualno neuroprotektivno svojstvo 

CoQ10 u cilju usporavanja progresije PB (315). U našoj studiji, pokazano je da je 

primena BHA i NAC imala citoprotektivan efekat u kulturi SH-SY5Y ćelija tretiranih 

MPP+, međutim, korišćene doze antioksidanasa nisu u potpunosti mogle da spreče 

citotoksično dejstvo MPP+. 

Mitohondrije su izuzetno značajne, posebno za ćelije sa velikim energetskim 

potrebama, kao što su neuroni, jer se u mitohondrijama odvija proces oksidativne 

fosforilacije, tokom kog se u ćelijama sintetiše najveći deo njihovog ATP-a. U slučaju 

oštećenja mitohondrija, smanjuje se njihov kapacitet za sintezu ATP (316). Tako je na 

različitim neuronskim ćelijskim linijama pokazanao da primena MPP+ dovodi do brzog 

pogoršanja metaboličkog stanja ćelija, indukujući vremenski i dozno-zavisni pad 

koncentracije ATP usled čega može doći do aktivacije AMPK (312,313,317).  

Oksidativni stres pored toga što dovodi do oštećenja mitohondrija, koje može 

biti praćeno degeneracijom i indukcijom smrti DA neurona, utiče i na aktivnost velikog 

broja signalnih puteva uključenih u proces antioksidativne zaštite, održavanje 

energetske homeostaze i otklanjanja oštećenih proteina i organela, u cilju poboljšanja 

ćelijskog vijabiliteta.  

AMPK predstavlja glavni, evolutivno konzervirani regulator energetskog 

balansa u ćeliji. Ova protein kinaza je aktivna u svim fazama razvića neurona (318) i 



84 

 

uključena je energetsku regulaciju ne samo na nivou ćelije, već na nivou celog 

organizma, jer integriše nutritivne i hormonske signale iz perifernih tkiva i 

hipotalamusa, odnosno posreduje u odgovoru ćelije na adipokine (leptin, adiponektin), 

nivo glukoze i učestvuje u održavanju lipidne homeostaze (319). Sa druge strane, 

poznato je da do akitivacije AMPK može doći pri različitim vrstama ćelijskog stresa, 

poput hipoksije, nedostatka glukoze i oksidativnog stresa, dakle u procesima u kojima 

raste odnos AMP/ATP (319). Pored uloge koju ima u integraciji velikog broja signala, 

(aktivira se u uslovima metaboličkog stresa, porasta nivoa unutarćelijske koncentracije 

jona Ca
2+

 itd.) AMPK utiče i na mnogobrojne signalne i metaboličke puteve, kao i na 

ekspresiju različitih gena, u cilju održavanja energetske homeostaze unutar ćelija.  

Kao što je već pomenuto, AMPK mogu da aktiviraju barem tri ushodne kinaze, 

LKB1 usled porasta odnosa AMP/ATP, CaMKKβ čija je aktivnost indukovana 

porastom koncentracije jona Ca
2+

 u ćeliji i dejstvom TAK1 kinaze koja se aktivira u 

uslovima oksidativnog stresa i/ili inflamacije (164). Pored toga, AMPK može biti 

alostročki aktivirana porastom koncentracije AMP, do kog može doći tokom 

energetskog stresa, ali i povećanom produkcijom ROS u uslovima hipoksije, čak i u 

uslovima kada je odnos AMP i ATP u ćeliji očuvan (320). Takođe, pokazano je da 

AMPK može imati inhibitorno dejstvo na produkciju ROS u ćeliji, i to pre svega 

aktivacijom transkripcionih faktora FOXO3, PGC1α i NRF2. Na taj način se 

obezbeđuje dugoročna transkripciona regulacija enzima antioksidativne zaštite, poput 

glutation peroksidaze, katalaze i superoksid dismutaze (190,321,322). Kako se za 

oštećenje DA neurona u PB često vezuje disfunkcija mitohondrija i oksidativni stres, 

postavili smo hipotezu da bi aktivacija signalnog puta AMPK mogla imati 

citoprotektivni efekat, pre svega inhibicijom produkcije ROS i podizanjem kapaciteta 

ćelijske antioksidativne zaštite, na taj način, smanjujući oksidativni stres u DA 

neuronima i drugim vulnerabilnim neuronskim ćelijama (323).  

Imajući sve to u vidu, mehanizam oštećenja neurona delovanjem MPP+ koji se 

ogleda u inhibiciji kompleksa I, oštećenju mitohondrija i porastu oksidativnog stresa, bi 

se mogao dovesti u vezu sa promenama u aktivaciji AMPK signalnog puta. U našoj 

studiji smo pokazali da primena MPP+ dovodi do aktivacije AMPK signalnog puta, što 

je bilo u skladu sa prethodno objavljenim rezultatima (164,324–326).  
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Pored AMPK, i Akt kinaza ima vrlo značajnu ulogu u adekvatnom odgovoru na 

neurotrofičke i faktore rasta (327–332). Do danas je otkriveno najmanje 50 proteina koji 

mogu biti supstrati za Akt kinazu. Na taj način Akt signalni put utiče na veliki broj 

ćelijskih procesa poput preživljavanja, diferencijacije, proliferacije, migracije i 

metabolizma (185). Ries i saradnici su u in vivo studiji pokazali da Akt ima važnu ulogu 

u postnatalnom razvoju DA neurona SN (184), kao i da može da utiče na rast neurita 

(333–335), ali i na rast i grananje aksona (336,337), dok je u drugim studijama 

pokazano da disfunkcija Akt signalnog puta često dovodi u vezu sa starenjem i 

različitim patološkim stanjima, poput neurodegeneracije (184,336–338). 

Pored navedenih efekata na rast, proliferaciju i regeneraciju, brojne studije su 

pokazale da Akt ima inhibitorno dejstvo na kaspazu 9 i oslobađanje Cyt C iz 

mitohondrija (339). Takođe, u različitim modelima PB je pokazano da Akt signalni put 

ima važnu ulogu u oštećenju DA neurona i patogenezi bolesti. Tako su Aleyasin i 

saradnici pokazali da povećana aktivnost Akt kinaze štiti neurone SN od štetnog 

delovanja MPTP (188). Pored toga, pokazano je da PINK1 preko Rictor/mTORC2 

signalog puta stimuliše aktivaciju Akt signalnog puta, fosforilacijom na poziciji Ser473, 

dok je patohistološka analiza uzoraka tkiva mozga obolelih od PB nakon obdukcije, 

pokazala snižen nivo fosforilacije Akt-a na nivou Ser473 i Thr308 (186,187). Rezultati 

dobijeni u našoj studiji su pokazali da oksidativni stres indukovan MPP+ dovodi do 

aktivacije Akt kinaze, što je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u drugim studijama 

(340,341). Osim toga, u ovoj studiji je prvi put pokazano da je aktivacija AMPK 

indukovana sa MPP+ delimično odgovorna i za aktivaciju Akt signalnog puta. AMPK-

zavisna aktivacija Akt je zabeležena i u nekoliko drugih studija, na leukemijskim i 

neuronskim ćelijama u odgovoru na AICAR, farmakološki aktivator AMPK, zatim 

tokom diferencijacije mezenhimskih stem ćelija u osteoblaste, u odgovoru endotelskih 

ćelija na faktore rasta, kao i u aktivaciji makrofaga indukovanoj bakterijskim 

lipopolisaharidom (342–348). 

 Iako u literaturi postoje podaci da Akt može imati inhibitorno dejstvo na 

AMPK, tako što je fosforiliše na Ser 485/491 (343), u našoj studiji to nije bio slučaj. U 

našem modelu smo pokazali da je veza izmedju AMPK i Akt jednosmerna, odnosno da 

AMPK može da indukuje aktivaciju Akt, ali da Akt kinaza nema uticaja na AMPK 

aktivnost. Do tog saznanja smo došli farmakološkom i genskom inhibicijom AMPK, 
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odnosno Akt kinaze. Naime, u našem modelu smo pokazali da farmakološka inhibicija 

Akt kinaze nije imala uticaja na aktivaciju AMPK signalnog puta indukovanu MPP+. 

Pored toga pokazali smo da ne dolazi do ko-imunoprecipitacije AMPK i Akt, nema 

direktne interakcije ova dva enzima, odnosno da do AMPK-zavisne aktivacije Akt 

kinaze dolazi indirektno, za sada još nepoznatim mehanizmom.  

Istovremena aktivacija AMPK i Akt kinaze, prema podacima iz literature bi se 

mogla objasniti barem na dva načina. Jedno od mogućih objašnjenja jeste da AMPK 

inhibira mTORC1 i da na taj način favorizuje stvaranje mTORC2 u ćeliji, što za 

posledicu može imati aktivaciju Akt kinaze zavisnu od kompleksa mTORC2, 

fosforilacijom Akt u položaju Ser473 (347). Međutim, u našem modelu to 

najverovatnije nije slučaj, zato što do inhibicije aktivnosti mTORC1 dolazi značajno 

kasnije, tek posle 16h, dok se AMPK i Akt kinaze aktiviraju već nakon 2 h tretmana sa 

MPP+. Dakle, u našem modelu MPP+ ne dovodi do istovremene aktivacije AMPK/Akt 

signalnog puta i inhibicije mTORC1. Drugo moguće objašnjenje istovremene aktivacije 

AMPK i Akt signalnih puteva pružili su Amato i saradnici. Naime, oni su u 

eksperimentima koristili farmakološki activator AMPK, AICAR i pokazali da dolazi do 

AMPK-zavisne fosforilacije Akt kinaze i njegove ushodne kinaze PI3K (342).  

Farmakološka i genska inhibicija Akt kinaze, u ovoj studiji su ukazale na još 

jedan bitan podatak, a to je da MPP+/AMPK-zavisna aktivacija Akt kinaze ima ulogu u 

smanjenju oksidativnog stresa. U prilog ovoj hipotezi idu i rezultati drugih studija. 

Naime, Song i saradnici su pokazali na modelu ishemije mozga da Akt kinaza posreduje 

u aktivaciji transkripcionog faktora NF-κB (engl. Nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells), koji može delovati i kao pro- i kao antioksidans 

(349,350). Tako NF-κB može da pokrene transkripciju gena čiji su produkti uključeni u 

mehanizme antioksidativne zaštite poput SOD1 i 2 (superoksid dismutaza 1 i 2), HO-1 

(Hem oksigenaza-1), glutation peroksidaze-1 i mnogih drugih (349,350). Pored Akt-

zavisne aktivacije NF-κB, u literaturi se mogu naći i podaci da Akt aktivira i Nrf2, 

redoks-senzitivni transkripcioni faktor, koji takođe pokreće transkripciju gena enzima 

antioksidativne zaštite poput NQO1 (engl. NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1), GCL 

(Glutamat cistein ligaza) i HO-1 (351). Među njima se posebno ističe značaj NQO1, 

koja se aktivira tokom oksidativnog stresa nastalog oksidacijom dopamina (352,353). 
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Pored toga, u pojedinim studijama je pokazano da je narušena funkcija ovog enzima 

jedna od biohemijskih karakteristika PB (354,355).  

Dosadašnji podaci iz literature ne pružaju jasnu sliku o ulozi aktivacije AMPK u 

neuronima izloženim stresu. Nakon pola veka ispitivanja etiopatogeneze PB, ispitivanje 

uloge AMPK u oštećenju DA neurona u PB još uvek nisu dala konzistentne rezultate. 

Kako je najpre, otkrićem neurotoksina, a potom i monogenskih mutacija, ustanovljeno 

da je mitohondrijalna disfunkcija važna karakteristika PB, postalo je jasno da bi AMPK 

mogla imati značajnu ulogu u patogenezi PB, zbog svoje funkcije u procesima 

održavanja mitohondrijalne dinamike, odnosno regulacije procesa poput 

mitofuzije/fisije, mitofagije i biogeneze mitohondrija (74,76,148,150,305,308). Tako ne 

iznenađuje podatak do kog su došli Reznik i saradnici, koji su pokazali da tokom 

starenja, koje je najvažniji faktora rizika za razvoj idiopatske PB, dolazi do redukcije 

aktivnosti AMPK i smanjene biogeneze mitohondrija (356).  

Tako je na animalnom modelu PB izazvanom primenom 6-OHDA, pokazano da 

dolazi do aktivacije AMPK, kao i da se dodatkom AMPK aktivatora, metformina, 

pospešuje oštećenje DA neurona indukovano 6-OHDA (357). Do sličnih rezultata su 

došli i Ismaiel i saradnici, koji su takođe na animalnom modelu, primenom MPTP, 

dodatkom metformina, koji aktivira AMPK povećava stepen oštećenja neurona u SN 

(358), dok je u modelima prekomerne ekspresije wt αSYN pokazano da hiperaktivacija 

AMPK ima citotoksični efekat (359,360). Jedno od mogućih objašnjenja ovih studija u 

kojima je pokazano da AMPK ima negativan efekat na preživljavanje DA neurona u 

ovim modelima, je da usled prekomerne aktivacije AMPK dolazi do produžene 

inhibicije mTORC1 i da se na taj način remeti sinteza proteina, integritet i plastičnost 

sinapsi, što može indukovati smrt  DA neurona (175–177).  

Nasuprot ovim rezultatima, brojne studije su pokazale da AMPK može imati 

citoprotektivno dejstvo u modelima PB. Tako su Dulović i saradnici pokazali da 

farmakološki aktivatori AMPK, AICAR i metformin, štite ćelije humanog 

neuroblastoma od citotoksičnog dejstva prekomerne produkcije wt forme αSYN (214). 

Pored toga u in vivo studiji sa MPTP, pokazano je da metformin aktivacijom AMPK 

štiti DA neurone miša, dok je u in vitro studiji sa MPP+ pokazano da  metformin 

pokreće AMPK-zavisnu citoprotektivnu autofagiju i otklanjanje disfunkcionalnih 

mitohondrija u SH-SY5Y ćelijama humanog neuroblastoma (326,361). Slično tome 
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Choi i saradnici su pokazali da Comp C, farmakološki inhibitor AMPK, pospešuje 

citotoksično dejstvo MPP+, dok povećana ekspresija AMPK povećava vijabilnost SH-

SY5Y ćelija tretiranih MPP+ (324).  

Rezultati naše studije ukazuju da aktivacija AMPK u našem modelu ima 

neuroprotektivni karakter, odnosno da štiti ćelije od neurotoksičnog dejstva MPP+. 

Ovakva uloga AMPK u našem modelu bi se mogla barem delimično objasniti AMPK-

zavisnom aktivacijom Akt signalnog puta i supersijom oksidativnog stresa (Slika 27.). 

 

 

 

Kao što je ranije pomenuto u uslovima energetskog stresa dolazi do aktivacije 

AMPK, koja za posledicu ima inhibiciju anaboličkih i stimulaciju kataboličkih procesa, 

u cilju regulisanja energetske homeostaze (362). U skladu sa tim, pokazano je da 

AMPK dovodi do inhibicije mTOR signalnog puta, kao i da kontroliše druge signalne 

puteve bitne za preživljavanje ćelije u uslovima metaboličkog stresa (134,178,363). 

Kao i u slučaju AMPK, do danas nije postignut konsenzus među istraživačima 

ni o ulozi mTORC1 signalnog puta u degeneraciji DA neurona u PB. Poznato je da 

mTOR učestvuje u regulaciji brojnih procesa poput rasta, diferencijacije, sinteze lipida i 

proteina (170). U pojedinim studijama je pokazano da povećana ekspresija izvorne (wt) 

forme mTOR može delimično da inhibira ćelijsku smrt u toksičnim modelima PB (364–

Slika 27. Pretpostavljena uloga 

AMPK signalnog puta u MPP+ 

modelu PB. MPP+ dovodi do 

oksidativnim stresom-posredovane 

aktivacije AMPK, antioksidativne 

AMPK-zavisne aktivacije Akt kinaze 

i indukuje AMPK/mTORC1-zavisnu, 

citoprotektivnu autofagiju, koja je 

delimično inhibirana aktivacijom Akt 

signalnog puta i smnajenjem broja 

lizozoma. 
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366). Domansky i saradnici su pokazali u in vivo modelu da delecija PTEN gena, čiji 

proteinski produkt inhibira mTOR, dovodi do aktivacije mTOR signalnog puta, koji 

potom štiti DA neurone SN miša od neurotoksičnog oštećenja izazvanog MPTP i 6-

OHDA (367). Pored toga, u literaturi se mogu pronaći i podaci da MPTP, 6-OHDA i 

rotenon suprimiraju aktivnost mTOR kompleksa i smanjuju vijabilitet ćelija 

(152,364,366,368–370). Nasuprot tome, rezultati studija u kojima je korišćen inhibitor 

mTORC1, pokazali su da rapamicin ima neuroprotektivno dejstvo i u in vivo i u in vitro 

modelima (365,371–378). Takođe, pokazano je da je L-DOPA-indukovana diskinezija, 

motorna nuspojava izazvana upravo L-DOPA-zavisnom aktivacijom mTOR signalnog 

puta u strijatumu miša, i da se može sprečiti primenom rapamicina ili nekog od njegovih 

analoga (377,379). Na osnovu ovih podataka možemo reći da je uloga mTOR signalnog 

puta važna u ispitivanju etiopatogeneze PB. U ovoj studiji je po prvi put ispitivan odnos 

AMPK i Akt signalnog puta u MPP+ indukovanoj autofagiji i pokazano je da aktvacija 

AMPK kod ćelija tretiranih MPP+ izaziva kasnu aktivaciju mTORC1/ULK1 zavisne 

citoprotektivne autofagije. Pored toga, u ovoj studiji je pokazano da paralelno sa 

indukcijom autofagije, dolazi i do smanjenja broja lizozoma i nakupljanja p62 proteina.  

Sve veći broj podataka ukazuje da u PB postoji poremećaj u funkciji lizozoma. 

Danas je poznato da mutacije u genima za αSYN, PINK-1, Parkin, LRRK2, 

ATPazu13A2 i za glukocerebrozidazu, remete normanu funkciju autofagno-

lizozomskog sistema razgradnje (91,92). U prilog ovoj hipotezi idu i rezultati 

patohistološke post-mortem analize tkiva mozga pacijenata sa idiopatskim oblikom PB, 

kod kojih je utvrđeno povećan nivo proteina lizozoma (LAMP-1 i 2a, katepsina D, 

GBA, ATPaze13A2 i VPS35) i pokazatelja autofagije, poput LC3-II u LT (376,380–

384). Kao što smo već pomenuli, u našem modelu dolazi do kasne indukcije autofagije 

uz inhibiciju mTORC1 kinaze i njenih nishodnih supstrata pS6k i 4E-BP1 proteina. Uz 

kasnu indukciju mTORC1-zavisne, citoprotektivne autofagije primetili smo i pad u 

broju lizozoma, što smo potvrdili imunoblot analizom na LAMP-1 protein, marker 

proteina lizozoma ali i LTR bojenjem kiselog vezikularnog sadržaja na protočnoj 

citometriji. Pored toga, u našim eksperimentima je zabeležen porast nivoa p62 proteina 

koji je pored LC3-II jedan od glavnih pokazatelja autofagije. Naime, tokom autofagije 

p62 protein se vezuje za UB-obeležene proteine i organele tokom formiranja 

autofagozoma. Po spajanju sa lizozomom, uz dejstvo kiselih fosfataza, celokupni 
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sadržaj autofagolizozoma se razgrađuje, uključujući i p62 (385). Ovaj rezultat je bio u 

skladu sa rezultatima istraživanja drugih autora koji su pokazali da MPP+ smanjuje 

autofagni fluks u neuronskim ćelijama (195,386,387). Sa druge strane, u literaturu 

postoje podaci da oksidativni stres može da indukuje povećanu transkripciju p62 gena i 

tako dovede do povećanja nivoa proteina u ćeliji (388,389). 

Garcia-Garcia i saradnici su ispitujući mehanizam citotoksičnog dejstva kao 

najčešće korišćenih neurotoksina u eksperimentalnom istraživanju PB, utvrdili da 

MPTP/MPP+, 6-OHDA, rotenon i parakvat indukuju autofagiju. Međutim, primenom 

farmakološke i genske inhibicije autofagije, ustanovljeno je da u slučaju rotenona i 6-

OHDA, dolazi do poboljšanja  ćelijskog vijabiliteta, dok u slučaju MPP+ i parakvata 

povećava se stepen oštećenja i smrti ćelija (195). Dakle, oni su pokazali da je 6-OHDA i 

rotenon indukuju citotoksičnu autofagiju, dok MPP+ i parakvat indukuju 

citoprotektivnu autofagiju. Slično su pokazali i Lim i saradnici, da MPP+ dovodi do 

smanjenja autofagnog fluksa (387). U našoj studiji je zabeležen sličan fenomen, da 

MPP+ indukuje autofagiju, ali i da dolazi do smanjenja broja lizozoma, lizozomalnog 

markera LAMP-1 i do porasta nivoa p62 proteina (385). Dva su osnovna razloga zbog 

kojih može doći do povećanja u nivou proteina p62 u ćeliji, ili zbog poremećaja u 

razgradnji p62 usled defektne autofagije, ili usled povećane transkripcije. Kako u 

literauri postoje podaci da oksidativni stres može povećati transkripciju p62, ne 

možemo sa sigurnošću tvrditi šta je uzrok povećanja nivoa p62 u našoj studiji, da li je 

zabeležen realan porast nivoa p62 proteina u ćelijama ili je došlo do nakupljanja p62 

usled smanjenja broja lizozozma (388,389). 

Iako u ovoj studiji postoje dokazi o indukciji autofagije, ona ne rezultira 

povećanom razgradnjom supstrata, najverovatnije usled smanjenja broja lizozoma. 

Naime, u uslovima primene farmakoloških inhibitora autofagije - inhibicijom 

formiranja autofagolizozoma vortmaninom, odnosno inhibicijom lizozomalne funkcije 

bafilomicinom i hlorokinom, došlo je do povećanja citotoksičnog dejstva MPP+. Ovi 

podaci ukazuju da, i pored smanjenja broja lizozoma, u našem modelu, proces 

autofagije se u SH-SY5Y ćelijama i dalje odvija u izvesnoj meri. Takođe, na osnovu 

rezultata dobijenih primenom inhibitora autofagije, može se reći da indukovana 

autofagija ima citoprotektivni efekat. Ovakav rezultat je bio u skladu sa prethodno 

publikovanim rezultatima drugih istraživačkih grupa (195,326,390,391). Sa druge strane, 
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Zhao i saradnici, iako su pokazali slične rezultate u vezi sa ulogom AMPK u indukciji 

autofagije u MPP+ modelu,  naveli su da je MPP+-indukovana autofagija citotoksična 

(392). 

Rezultati ove studije ukazuju da AMPK u in vitro modelu PB indukovanog sa 

MPP+ ostvaruje svoje citoprotektivno dejstvo na najmanje dva načina, preko pokretanja 

AMPK/Akt-zavisne inhibicije oksidativnog stresa i kasnom indukcijom AMPK/mTOR-

zavisne citoprotektivne autofagije. Imajući u vidu da bi aktivacija AMPK signalnog 

puta mogla uticati na ključne mehanizme uključene u proces oštećenja i umiranja DA 

neurona u PB, modulacija ovog signalnog puta bi se mogla uzeti u razmatranje kao 

potencijalan meta za neuroprotektivne terapijske strategije u PB (164). Pored toga, 

važno je istaći da ova studija ima svoja ograničenja, in vitro model neuronske linije ne 

može u potpunosti odgovarati kompleksnim uslovima i procesima koji se odvijaju 

unutar složenih organizama sisara. Iako među istraživačima ne postoji konsenzus o 

ulozi AMPK u različitim modelima PB, rezultati ove studije, uprkos svojim 

ograničenjima, otvaraju prostor za dalja istraživanja odnosa AMPK i Akt signalnih 

puteva i autofagije, kao potencijalnim kandidatima za razvoj terapijske strategije koja bi 

u izvesnoj meri usporila i smanjila stepen oštećenja DA neurona SN u PB. 
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6. ZAKLJUČCI 
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U skladu sa postavljenim ciljevima, a na osnovu dobijenih rezultata, mogu se 

izvesti sledeći zaključci ovog istraživanja: 

 

1. Citotoksično dejstvo MPP+ na SH-SY5Y ćelije humanog neuroblastoma 

indukovano je povećanom produkcijom superoksidnog anjona, koje je praćeno 

depolarizacijom mitohondrijalne membrane i indukcijom apoptotske smrti.  

 

2. Primena MPP+-a indukuje aktivaciju signalnih puteva AMPK i Akt 

kinaze u ćelijama humanog neuroblastoma. 

 

3. Aktivacija AMPK smanjuje citotoksičnost MPP+ ranom aktivacijom Akt 

i posledičnom inhibicijom oksidativnog stresa, kao i kasnom inhibicijom 

mTORC1 koja indukuje citoprotektivnu autofagiju. 

 

4. Dakle, rezultati ove disertacije ukazuju da signalni put AMPK ima 

protektivnu ulogu u modelu oštećenja ćelija izazvanom MPP+ toksinom, i da bi 

modulacija aktivnosti AMPK/Akt kinaze i autofagije mogle biti potencijalne 

mete za postizanje neuroprotektivnih efekata u Parkinsonovoj bolesti. 
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Spisak skraćenica  

 

10-DEBC hidrohlorid - 10-[4′-(N,N-dietilamino) butil]-2-hlorofenoksazin hidrohlorid  

4E-BP1 - engl. Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 

6-OHDA - 6-hidroksi dopamin 

AACD – engl. Aromatic L-amino acid decarboxylase  

ADP– engl. Adenosine diphosphate 

AICAR - 5-aminoimidazol-4-karboksiamid ribonukleotid  

AIF - engl. Apoptosis-inducing factor 

ALS - Autofagno-lizozomalnim sistem razgradnje  

Ambra1 - engl. Beclin 1-regulated autophagy protein 1 

AMP – engl. Adenosine monophosphate 

AMPK – engl. 5' AMP-activated protein kinase  

Apaf-1 - engl. Apoptotic protease activating factor 1 

ASK1 - engl. Apoptosis signal-regulating kinase 1 

ATG - engl. Autophagy related genes 

ATP- engl.  Adenosine triphosphate 

Baf - Bafilomicin A1 

Bcl 2 proteina - engl. B cell lymphoma 2 

BHA - butilirani hidroksianizol 

BSA - engl. Bovine serum albumin 

CAD – engl. Caspase-activated DNase 

CaMKKβ - Ca
2+
/kalmodulin zavisna kinaza β 

CMA – engl. Chaperone mediated autophagy 

Comp C – Dezmetilprodin, engl.  Compoun C 

CoQ10 - koenzim Q10  

COX - Citohrom C oksidaza  

CQ - Hlorokin 

Cyt C - engl. Cytochrome C 

DA - dopamin 

DAT - Dopaminski transporter  

DAT – Dopaminski transporter  
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DEPTOR - engl. DEP domain containing mTOR-interacting protein 

DHE - Dihidroetidijum  

DMSO - Dimetilsulfoksid  

Drp1 - engl. Dynamin-related protein 1 

EDTA - Etilendiamino-tetrasirćetna kiselina 

eIF4E - engl. Eukaryotic translation initiation factor 4E 

FCS – engl. Fetal calf serum 

FOXO3 - engl. Forkhead box O  

GCL - Glutamat cistein ligaza 

GDP - engl. Guanosine diphosphate  

GLUT4 - engl. Glucose transporter type 4  

GSH - Glutation 

 GSK3β - engl. Glycogen synthase kinase 3 beta 

GTP – engl. Guanosine-5'-triphosphate  

GWAS- engl.  Genome-wide association studies  

HO-1 - Hem oksigenaza-1  

IAP – engl. Inhibitors of apoptosis proteins 

IRS1 - engl. Insulin receptor substrate 1 

LAMP-1 - engl. Lysosome-associated membrane protein 2 

Levo-DOPA - L-DOPA 

LKB1 - engl. Liver kinase B1 

LPE – Lanac prenosilaca elektrona  

LRRK2 - engl. Leucine rich repeat kinase 2 

LT - Levijeva tela  

MAO B - monoamin oksidaza B  

MEM - engl. Modified Eagle Medium  

Mff - mitohondrijalni fisioni faktor  

 Mfn1/2 - Mitofuzinom1/2 

Mfp1 - mitohondrijalni fisioni protein 1 

 mLST8 - engl. Mammalian lethal with sec-13 protein 8 

MPP+ - 1-metil-4-fenilpiridinijum  

MPPP - 1-metil-4-fenil-4-propionoksipiperidin  
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MPTP - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin  

mSin1 - engl. Mammalian stress-activated map kinase-interacting protein 1  

mTOR - engl. Mechanistic target of rapamycin 

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid 

NAC - N-acetilcistein  

NaF - Natrijum fluorid 

NaVO3 - Natrijum ortovanadat 

NBR1 - engl. Neighbor of BRCA1 gene1 

NF-κB - engl. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NQO1 - engl. NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1  

Nrf2 – engl. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

Opa1 - engl. Optic atrophy 1 

PB - Parkinsonova bolest  

PDK1 kinaza - engl. Phosphoinositide dependent kinase 1 

PE – engl. Phosphatidylethanolamine,  

PEG - Polietilen glikol 3350  

PGC1α - engl. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha 

PI - Propidijum jodid 

PI3K - engl. Phosphatidylinositol 3-kinase 

PI3K - Fosfoinozitol-3 kinaza 

PIC -Koktel inhibitora proteaza 

PINK1 - engl. PTEN-induced kinase 1 

PIP2 - engl. Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

PIP3 - engl. Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate 

PMSF - Fenil-metil-sulfonil-fluorid  

PP2A - engl. Protein Phosphatase 2A  

PP2C - Protein Phosphatase 2C 

PQ - Parakvat  

PRAS40 - engl. Proline-rich Akt substrate 40 kDa 

Protor1/2 - engl. Protein observed with rictor 1 and 2  

Raptor - engl. Regulatory-associated protein of mammalian target of rapamycin 

RHEB - engl. Ras homolog enriched in brain 
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Rictor - engl. Rapamycin-insensitive companion of mTOR 

ROS – Slobodni kiseonični radikali  

RNaza – Ribonukleaza  

SDS – engl. Sodium dodecyl sulfate 

SGK1 - engl. Serum- and glucocorticoid-induced protein kinase 1 

SNpc - substantia nigra pars compacta  

SOD - superoksid dismutaza 

TAK1 - engl. Transforming growth factor-activated kinase-1 

TCA – engl.  Tricarboxylic acid cycle 

TEMED - N,N,N',N'-tetrametiletilen-1,2-diamin  

TFAM - engl. Mitochondrial transcription factor A 

TFEB - Transkripcioni faktor EB  

TH - Tirozin hidroksilaza  

TSC2 - engl. Tuberous Sclerosis Complex 2 

Tti1/Tel2 kompleks -  engl. TELO2 Interacting Protein 1 / telomere maintenance 2 

complex  

ULK1/2 - engl. Unc-51 like autophagy kinase 1/2 

UPS - Ubikvitin-proteazomski sistem  

VMAT2 – Vezikularni monoaminski transporter 2  

VSP35 - engl. Vacuolar protein sorting-associated protein 35 

W - Vortmanin  

wt – engl.wild-type 

αSYN - α-sinuklein 
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