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UTICAJ ALUMINIJUMA NA STRUKTURNE I  BIOHEMIJSKE 

KARAKTERISTIKE MOZGA PUSTINJSKIH MIŠEVA 

Svetlana Vučetić – Arsić 

 

Uvod: Aluminijum (Al) je metal prisutan pretežno u zemljinoj kori i čovekovom 

okruženju. Više studija je pokazalo da sa unosom Al u organizam raste individualni rizik od 

nastanka neurodegenerativnih oboljenja uključujući i Alchajmerovu bolest (AB), a da je 

sam etiopatogeneteski mehanizam i dalje predmet izučavanja i pretpostavki (Campbell, 

2002; Kawahara, 2005; Walton i Wang, 2009). U istraživanjima, koja su bazirana na 

uticaju Al u nastanku morfoloških i neurobiohemijskih promena karakterističnih za AB, 

korišćeni su različiti eksperimentalni animalni modeli (Kaltzo i sar., 1965; Walton, 2007) 

kao i in vitro studije (Kawahara i sar, 2001; Ricchelli i sar., 2005). U ovom radu je ispitivan 

uticaj akutne i subakutne intoksikacije aluminijumom na strukturne i biohemijske 

karakteristike pojedinih moždanih regiona pustinjskih miševa (Mongolian gerbils). 

Ciljevi: (I) Ispitati dinamiku promena mitohondrijalnog metabolizama (aktivnost 

citohrom c oksidaze (COX) i komleksa I), holinergičkog sistema (aktivnost 

acetiholinesteraze (AChE)) i pokazatelja oksidativnog stresa - sadržaj lipidnih peroksida 

izražen preko koncentracije malondialdehida (MDA), superoksid anjona (O2
-
) i 

sulfihidrilnih (SH) grupa, kao i aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) i katalaze (CAT) u 

korteksu, hipokampusu, talamusu i nc. caudatus-u životinja u toku prva 24 sata od akutnog 

tretmana različitim dozama (LD25 i LD50) aluminijuma hlorida (AlCl3); (II) Odrediti 

aktivnost COX i komleksa I, aktivnost AChE i pokazatelja oksidativnog stresa (sadržaj 

MDA, O2
-
 i SH grupa, kao i aktivnost SOD i CAT) u korteksu, hipokampusu, talamusu i 

nc. caudatus-u džerbila nakon subakutnog tretmana sa AlCl3 koji je aplikovan gavažom u 

dozi LD10 u toku tri nedelje; (III) Ispitati uticaj subakutnog davanja AlCl3 (LD10) na 

ekspresiju amiloida β, NADPH oksidaze (NOX) i pojedinih izoenzima superoksid 

dizmutaze (SOD1 i SOD2) u mozgu pustinjskih miševa, tehnikama imunohistohemije i 

Western blota. 



Materijal i metode: Eksperimentalnim  istraživanjem obahvaćeno je 130 odraslih 

mongolskih džerbila (Meriones Unguiculatus),  oba pola, starosti 12 nedelja, tretiranih pod 

normalnim okolnostima. Akutnom trovanju izloženo je 60 životinja, podeljeno u dve grupe 

od po 30, koje su tretirane  per os aluminjum hloridom u dozi od LD25 i LD50. Trideset 

životinja korišćeno je kao kontrolna grupa i tretirane su rastvorom natrijum hlorida 

gavažom. Kontrolne i eksperimentalne životinje anestezirane su pentobarbital natrijumom i 

(Vetanarcol, Werfft-Chemie, Vienna) žrtvovane dekapitacijom 2, 6 i 24 časa nakon 

tretmana. Dvadeset džerbila je podvrgnuto subakutnom trovanju aluminijom hloridom u 

dozi od LD10, gavažom, tokom 21 dan. Kao kontrolna grupa obuhvaćen je isti broj (n=20) 

životinja i po istovetnom protokolu tretirano natrijum hloridom i potom žrtvovano kao i 

životinje tretirane Al. U uzorcima neprečišćene sinaptozomalne frakcije korteksa, 

hipokampusa, talamus i nc.caudatus-a spektrofotometrijski je određivana aktivnost 

pojedinih enzimskih sistema (AChE, SOD, CAT, MDA, Kompleks I, sulfhidrilne grupe i 

supreoksid anjon), dok je aktivnost COX enzima odredjivana u mitohondrijalnoj frakciji. 

Tehnikama Western blota ispitivana je ekspresija amiloida β, pojedinih subjedinica 

NADPH oksidaze (membranskih subjedinica p22
phox

 i gp91
phox 

 i citosolnih subjedinica, 

p67
phox

 i p47
phox

) kao i enzima SOD1 i SOD2 u mozgu pustinjskih miševa. Tehnikama 

imunohistohemije odredjivano je prisustvo amiloida β. 

Rezultati:  

Istraživanje je pokazalo da je aktivnost AChE signifikantno niža u svim ispitivanim 

moždanim strukturama životinja izloženih dejstvu ingestiranog aluminijuma u poredjenju 

sa kontrolama. U slučaju akutnog trovanja značajne promene nastaju rano, 2 h nakon 

aplikacije Al i održavaju se nakon 6 i 24 h. Pad aktivnosti AChE opserviran je i nakon 

subakutnog tretmana sa Al u svim ispitivanim moždanim strukturama. 

Aktivnost SOD se značajno povećava u toku prvih 24 sata nakon akutne aplikacije 

obe doze Al, kao i posle subakutnog trovanja životinja. Promena koncentracije O2
-
 prati 

izmene u aktivnosti enzima SOD.  



Akutna administracija Al izaziva značajne, strukturno specifične promene u 

aktivnosti CAT u ispitivanim moždanim strukturama. Dva časa nakon akutnog trovanja, 

aktivnost ovog enzima je povećana u korteksu i hipokampusu i smanjena u talamusu  i nc. 

caudatus-u u obe doze aplikovanog Al. Dvadeset i četiri časa nakon trovanja statistički 

značajan porast aktivnosti CAT prisutan je u korteksu i talamusu, a pad u hipokampusu i 

nc. caudatus-u. Nasuprot akutnom, subakutno trovanje sa Al u dozi od LD10, provocira pad 

aktivnosti enzima CAT u svim ispitivanim moždanim strukturama izuzev hipokampusa.  

Signifikantni porast MDA i prateći pad koncentracije SH grupa registruje se u svim 

ispitivanim strukturama već nakon dva časa po administraciji Al i to u obe aplikovane doze 

i prisutan je i nakon 6 i 24 h. Nakon subakutnog trovanja koncentracija  MDA  je i dalje 

povećana, dok se koncentracija SH grupa smanjuje. 

Dva časa nakon trovanja, aktivnost  COX opada u hipokampusu i talamusu ali se  

šest časova po ingestiji Al zapaža značajno povećanje aktivnost enzima u svim moždanim 

strukturama, osobito nakon aplikacije Al u dozi LD25. Dvadeset i četiri časa po tretmanu 

Al, zapažaju se dozno i strukturno specifične promene. Tokom subakutnog trovanja Al 

aktivnost COX je značajno snižena u poredjenju sa kontrolom. Akutno i subakutno trovanje 

Al ne izaziva signifikantne promene u aktivnosti kompleksa I u poredjenju sa kontrolnom 

grupom životinja. 

Rezultati dobijeni Western blotom pokazali su da postoji subjedinična i strukturna 

specifičnost u ekspresiji NADPH oksidaze nakon subakutnog trovanja eksperimentalnih 

životinja sa AlCl3. Takodje, iz rezultata proiziliazi da citosolna SOD1 pokazuje statistički 

značajno povišenu ekspresiju u kortikalnim strukturama u poredjenju sa kontroloma. U 

hipokampusu ekspresija je niža u poredjenju sa kontrolnim vrednostima. Sa druge strane, 

mitohondrijalna SOD2 u korteksu ne pokazuje značajno povišenu enzimsku ekspresiju u 

odnosu na kontrolne životinje, dok se u hipokampusu uočava statistički značajan porast. 

Nakon subakutnog tretmana Al u kortikalnim strukturama uočava statistički 

značajno povećanja ekspresije p22
phox

 i gp91
phox

, odnosno membranskih subjedinica NOX. 

U hipokampalnim strukturama ekspresija ovih subjedinica je snižena, što ukazuje na 



izvesnu strukturnu specifičnost. Ekspresija citosolnih subjedinica, p67
phox

 i p47
phox

, u 

hipokampusu je snižena u poredjenju sa kontrolama dok se u korteksu se beleži statistički 

značajna povišena ekspresija p67
phox

. 

Imunohistohemijsko odredjivanje ekspresije ukupnog amiloda β u kortikalanim i 

hipokampalnim neuronima subakutno tretiranih životinja pokazuje povećano formiranja 

agregata β amiloidnog proteina u korteksu i hipokampusu mongolskih džerbila. 

Zaključak: Navedeni rezultati ove doktorske disertacije potkrepljuju pretpostavku 

da se oksidativni stres i promene u aktivnosti enzima vezanih za holinergičku transmisiju, 

javljaju rano po ingestiji Al. Potom se, nakon šest časova po tretmanu, uočavaju promene u 

aktivnosti COX koje prati dalji porast oksidativnog disbalansa. Subakutni tretman sa AlCl3 

dovodi do smanjenja aktivnosti AChE, taoženja amiloida β i održavanja oksidativnog stresa 

koji nastaje kako zbog disfunkcionalnosti respiratornog lanca, tako i na nivou aktivirane 

NADPH oksidaze. Ovo ukazuje da bi NADPH oksidaza mogla biti terapijska meta u 

prevenciji i lečenju AB.  

Dalje istraživanje neurobiohemijskih efekata trovanja Al može pomoći u 

razumevanju ranog patofiziološkog supstrata neurotoksičnosti kao i na moguće strategije u 

prevenciji i tretmanu Alchajmerove bolesti. 

Ključne reči: : aluminijum, Alcheimerova bolest, oksidativni stres, NADPH oksidaza 

Naučna oblast: neuronauke 

Uža naučna oblast: neurobiohemija 

 

 

 



INFLUENCE OF ALUMINIUM ON THE STRUCTURAL AND 

BIOCHEMICAL CHARACHTERICTICS OF MONGOLIAN GERBIL BRAIN  

Svetlana Vučetić – Arsić 

 

Objective: Aluminium is a metal predominantly present in the Earth's crust and is 

common in the human environment. Several studies suggest that aluminum (Al) intake 

might increase an individual’s risk of developing Alzheimer disease (AD) but mechanism 

of  ethiopatogenesis is still the subject of studies and assumptions (Campbell, 2002; 

Kawahara, 2005; Walton and Wang, 2009). In studies based on the influence of Al on the 

occurrence of morphological and neurobiochemical changes that are characteristic for AB 

different experimental models (Kaltzo et al., 1965; Walton, 2007) and in vitro surveys 

(Kawahara et al., 2001; Ricchelli et al., 2005) were used. Animal model of Mongolian 

gerbils we used in order to investigate the influence of aluminum to the structural and 

biochemical characteristics of certain brain regions.  

Aims: (I) to analyze the dynamic of changes of mitochondrial metabolism (activity 

of cytochrome c oxidase (COX) and Complex I), cholinergic system (activity of 

acetylcholinesterase (AChE)), oxidative stress parameters - levels of lipid peroxides 

malondialdehyde (MDA), superoxide anion (O
2-

) production and thiol (SH) groups as well 

as superoxide dismutase (SOD) activity and catalase activity (CAT) in a  brain structure - 

cortex, hippocampus, thalamus and nc. caudatus after aluminium chloride (AlCl3 x6H20)  

tretament, initiated by two different doses of Al (LD25 i LD50 ), given per os in a first 24 

hours; (II) to observe and measure AChE activity, oxidative stress parameters including 

SOD and CAT activity, O
2-

 production, levels of MDA and SH groups as well as COX and 

Complex I activities, after subacute treatment with Al in doses LD10 during 21 days; (III) 

To analyze the effects of ingested Al on the dynamic of changes in NADPH oxidase 

(NOX2) expression, amiloid β and superoxide dismutase SOD1 and SOD2 after subacute Al 

treatment by immunohistochemistry and Western blot tehnic. 



Methodology: Experimental research included 130 adult Mongolian gerbils 

(Meriones Unguiculatus), both sexes, 12 week old, kept under normal conditions. Sixty 

gerbils, separated in two groups of animals, received aluminum chloride hexahydrate 

(AlCl3x6H20) by gavage in the dose LD25 or LD50. Thirty animals were used as a control 

and they received the saline by gavage in the same volume as the Al treated animals. The 

control animals and the experimental animals that survived were anaesthetized with 

pentobarbital - Na (Vetanarcol, Werfft-Chemie, Vienna) and sacrificed by decapitation 2, 6 

or 24 hours after treatment.Twenty gerbils were subacutely treated. They received 

aluminium chloride hexahydrate (AlCl3x6H2O) in the dose LD10 by gavage during 21 days. 

Ten control animals have received the saline during 21 days in the same volume and 

protocol as subacutely Al treated animals. Activities of AChE, SOD and CAT, the level of 

MDA,  Complex I activity, concentration of SH group and O2
-
 were measured in the 

synaptosomal fraction, and the COX activity in the mitochondrial fraction of cortex, 

hippocampus, thalamus and nc. caudatus. 

 The activity of AChE, activity of enzymes of electric chain capacities - COX and 

Complex I along with early indicator od oxidative stress (level of MDA,  O2
- 
production, 

concetration of SH group, as well as, activity of CAT and SOD) were assayed by 

spectrophotometric methodes. The expression of amyloid β, the individual subunits of the 

NADPH oxidase (membrane subunitis p22
phox

 i gp91
phox  

and cytosolic subunits p67
phox

 i 

p47
phox

) as well as enzymes SOD1 and SOD2 were investigated by Western blot techniques. 

The presence of amyloid β was detected by immunohistochemistry techniques.  

Results: The result of our survey has shown the decrease of AChE activity in all of  

investigated brain structures comparing to control group after ingestion of Al.  In the case 

of acute poisoning the prominent changes developed rapidly 2 hours after Al application, 

and were present after 6 and 24 hours.  The decrease of AChE activity was also observed 

after subacute Al administration in all brain structures. 

 The SOD activity showed significant increase in a first 24 hours after acute Al 

treatment (in both doses) and increase of the total SOD activity was also seen in all brain 



structures after subacute Al application. The changes in O2
- 
production corresponds to the 

changes in SOD activity. 

Acute application of aluminum caused significant, region specific changes in CAT 

activity in investigated brain structures. Two hours after poisoning the activity of this 

enzyme was increased in cortex and hippocampus but decreased in thalamus and nc. 

caudatus in the presence of both applied Al doses. Twenty-four hours after poisoning there 

was an increase of CAT activity in the cortex and thalamus but decrease  in hippocampus 

and nc.caudatus. However, subacute poisoning with LD10 caused a decrease of CAT ctivity 

in all brain structures except in hippocampus where it was unaffected.  

Significant increase of the MDA and decrease of SH group levels were noticed  

already 2h after poisoning with both Al doses, and the levels were changed after 6 and 24h 

in all investigated brain structures. The MDA levels were also significantly increased and 

the levels of SH groups significantly decreased in all investigated brain structures after 

subacute poisoning with Al. 

Two hours after poisoning the COX activity was not changed in cortex and nc. 

caudatus while in the hippocampus and thalamus the decrease was noticed but six hours 

after Al ingestion COX activity was increased in all investigated brain structures when LD25 

was applied. Twenty-four hours after Al poisoning were observed a dose-specific and 

structural changes.  The subacute poisoning was followed by the decrease of COX activity 

comparing to control group. The acute and subacute treatment did not cause significant 

changes of this respiratory chain component. 

The results of Westren blot tehnic showed subunitis and structure specific 

alterations of expression NADPH oxidase after subacute poising experimental animals with 

AlCl3. In addition, an obvious significant increase of cytosol SOD1 expression in cortex was 

present compared to controls. Significant decrease of activity was noticed compared to 

control animals in hippocampal structure. 



On the other hand, there is no significaant change of expression of mitochondrial 

SOD2 in cortical structure in regard to controls, while subacute poisoning with LD10 in 

hippocampus caused a significant increased of SOD2 expression. 

Following immunohistochemical method in cortical and hippocampal neurons of 

subacute treated animals, formation of β amyloid protein aggregates in cortex and 

hippocampus of mongolian gerbils were increased. 

Conclusion: The results of this doctoral dissertation support the assumption that 

oxidative stress and changes of enzyme activity of the cholinergic neurons occurs early 

after Al ingestion. Subsequently, changes in COX activity were observed six hours after 

treatment,  followed by an increase of oxidative disbalance. Subacute tretament with AlCl3 

leads to a decrease in activity of AChE, deposition of β amyloid protein aggregates and 

oxidative stress maintaining which happens as a result of respiratory chain disfunction and 

high expression of most subunits NADH oxidase. These results indicate NADH oxidase as 

a therapeutic target in  prevention and therapy of AD. 

Further research of neurobiochemical effects due to Al poisoning could contribute 

to understanding of early pathophysiological substrate neurotoxicity as well as possible 

strategies in the prevention and treatment of Alzheimer's disease. 

 Key words: aluminum, Alzheimer disease, oxidative stress, NADPH oxidase 

Research area: Neuroscience 

Special topics: Neurobiochemistry 
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1.UVOD 



2 

 

 

1.1.Aluminijum i njegova svojstva 

 

Aluminijum je široko rasporstranjen element u litosferi, treći po redu, iza kiseonika 

i silicijuma. Njegova fizička i hemijska svjostva obezebdila su mu znatnu industrijsku 

primenu i prisustvo u brojnim proizvodima u ljudskom okruženju već više od jednog veka. 

Najnovija istraživanja pokazuju da je aktuelna globalna potražnja za ovim metalom takvog 

obima da iznosi u proseku 11 kg na svakog stanovniku planete (Cullen i Allwood, 2013). 

Njegov glavni izvor su rude koje predstavljaju oko 8 % mineralnih sadržaja zemljine kore u 

kojima je ovaj elemet prisutan u formi trivalentnog katjona (Al
3+

) vezanog za silikate 

(Verstraeten i Aimo, 2008). S obzirom da je u nepreradjenoj formi nesolubilan, njegova 

bioraspoloživost je bitno smanjena, stoga primarno nije prisutan u živim organizmima već 

se unosi iz spoljne sredine. Kako se radi o neesencijalnom metalu najčešći načini humane 

ekspozicije su putem hrane (Sthal i sar., 2011), pića (uključujući čaj, kafu, sokove, vino, 

pivo), vode (Francisco i López, 2002; Saiyed i sar., 2005; Krewski i sar., 2007; Karbouj, 

2007; Magnier i sar., 2014 ), vazduha (Polizzi i sar. 2007), kozmetičkih preparata (Darbre, 

2005), lekova (Tomljenović i Shaw, 2011;Heydenreich i sar., 2014). Glavni putevi 

apsorbcije Al u organizmu su gastrointestinalni trakt (Ittel, 1993), koža (Exley, 1998; Exly, 

2004),  kao i olfaktivni i oralni epitel (Roberts, 1986).  

Procenjuje se da humana ekspozicija aluminijumskim jedinjenjima u vazduhu 

dovodi do udisanja oko u 1.4 μg Al na dan u neindustrijskim regionima (Goncharuk i sar., 

2012),  ali da te vrednosti mogu biti čak i do hiljadu puta veće u industrijskim zonama 

(Polizzi i sar., 2007). Opisane su znatno veće ekspozicije aluminijumskim jedinjenjima 

ukoliko su osobe pušači, konzumeti marihune, kokaina ili heroina (Exley i sar., 2006; 

Pechansky i sar., 2007; Exley i sar., 2007). U proseku, čovek unese u organizam hranom i 

pićima (isključujući vodu) oko 2,5 do 13 mg /dan,odnosno oko 0,14 mg/kg telesne težine, 

što varira u zavisnosti od konzumirane hrane, zemlje iz koje osoba potiče, uzrasta i pola 

http://yadda.icm.edu.pl/yadda/element/contributor/073a7483569c11f1c158d5dbc407d278
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(WHO, 1997). Prema ustanovljenim standardima za regulaciju dozvoljenih elemenata u 

pijaćoj vodi i preporukama Svetske zdravstvena organizacije i Saveta Evrope, koncentracija 

Al u pijaćoj vodi ne bi trebalo da prelazi  0.2 mg/ na litar (WHO, 1997; Council of the 

European Union, 1998).  Mada je primena Al u kozmetičkoj industriji veoma expanzivna, 

posebno u formi aluminijum hlorhidrata (Al2(OH)5ClX2H2O), koji jeste sastojak većine 

antiprespiranata, dezodoransa, pasta za zube, ruževa za usne, mali je broj do sada 

objavljenih studija dermalne apsorpcije aluminijuma. Studija Flarend i sar. (2001) je 

pokazala da nakon aplikacije aluminijum-hlorhidrata obeleženog izotopm Al-26 

transdermalna apsorpcija iznosi 0,012%, a nedavni rezultati Pineau i sar. (2012) potvrdili su 

neznatnu apsorpciju aluminijuma (<0.07% upotrebljenog Al) u formi aerosolnog, roll-on ili 

stik  antiprespirantnog preparata kroz intaktnu kožu, nasuprot višim vrednostima u slučaju 

oštećene teksture kože. Nedavno je od strane Evropske Komisije, Naučnog odbora za 

bezbednost potrošača, objavljen dokument (2014) koji bliže reguliše upotrebu Al u 

kozmetičkim proizvodima. 

Apsosorboavni Al u krvi se vezuje većim delom za transferin, kao transportni 

mehanizam i citrate (Yokel i sar., 2002) i u tkiva dospeva u formi Al-transferin kompleksa 

koristeći isti endocitozni mehanizam kao i gvoždje, odnosno transferinski receptor 

(Verstraeten i Aimo, 2008). Al prolazi kroz krvno-moždanu barijeru (KMB) (Yokel, 2002) 

i akumulira se u glijalnim i neuralnim ćelijama centralnog nervnog sistema (CNS) 

(Levesque i sar., 2000; Aremu and Meshitsuka, 2005). Zanimljivo je da je Al u plazmi 

vezan za transferin čak 91%, a za citrate u 7-8%. Nasuprot tome, u cerebrospinalnoj 

tečnosti  Al  je većinski vezan za citrate u skoro 90 % dok je za transferin vezan svega oko 

4 % (Yokel i McNamara, 2001). Ovako apsorbovani alumijum se većim delom eliminiše iz 

organizma putem bubrežne eksrecije u proseku 10 do 15μg/dan (Kaehny i sar., 1977). 

Ranija istraživanja na bubrežnim bolesnicima na dijalizi, pokazala su značajan porast 

koncentracije Al u serumu, koštanom tkivu, jetri, slezini, mozgu i skeltenim mišićima što je 

bilo posledica korišćenja rastvora za dijalizu koji su sadržali aluminijumska jedinjenja 

(Marsden i sar., 1979). Smatra se da koncentracija Al u mozgu niža od 2μg/g  moždanog 

tkiva  nije štetna po humani organizam (Andrasi i sar., 2005). Da bi se izbeglo 
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nagomilavanje metala u centralnom nervnom sistemu vrši se aktivni efluks Al preko 

monokaraboksilatnog transportera (Yokel i sar., 2001). Ipak, akumulacija Al jedinjenja 

najvećim delom se vrši u viscelarnim organima, pa zatim u mozgu o čemu svedoči studija 

Schetinger i sar. (1999). 

 

1.2. Neurotoksičnosti  aluminijuma i njegovi efekti na CNS 

 

Uprkos rasprostranjenom mišljenju da je „bezbedan” za ljudski organizam o 

toksičnosti aluminijuma svedoče brojna dosadašnja istraživanja (Edwardson i Candy, 1990; 

Zatta i sar., 2003; Exley i House, 2011; Seneff i sar., 2012; Darbre i sar., 2013).  

Dokazano je da su efekti aluminijuma na CNS mnogobrojni i ispoljavaju se  na: 

1. Ćelijsko jedro i alteraciju genske ekspresije 

Poznato je, sa biohemijskog aspekta, da  aluminujum u formi trovalentnog katjona 

ima visok afinitet za negativno naelektrisane ligande koji su nosioci kiseonika i stoga se on 

lako i snažno vezuje za organske fosfatne grupe dezoksiribonukleinske (DNK) i 

ribonukleinske kiseline (RNK). Stvaranjem snažnih interakcija Al ne utiče samo na 

anatomsku strukturu DNK (Bharathi i sar., 2003) već i na naknadnu ekspresiju različitih 

gena važnih za moždanu funkciju (Lukiw i sar., 1998) uključujući i promenu ekspresije β-

APP sekretaze, enzima odgovornog za amiloidogenu sekvestraciju prekursorskog proteina i 

nastanak amiloida β patognomoničnog substrata AB (Walton i Wang, 2009). 

http://www.researchgate.net/researcher/39798194_Philippa_D_Darbre
http://www.researchgate.net/researcher/39798194_Philippa_D_Darbre
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 2. Brojne ćelijske funkcije  

Dokazano je da Al posredno utiče na energetski metabolizam vezujući se adenozin 

trifosfat (ATP) i izazivajući mitohondrijnu disfunkciju i depleciju ATP-a (Kumar i sar., 

2008). Pokazano je i da Al inhibira aktivnost protein fosfatze (Shetty i sar., 1992), pokreće  

fosforilaciju i akumulaciju neurofilamenata (Julka i Gill, 1996) i izaziva abnormalnu 

akumulaciju izvesnih proteina uključujući tau protein u eksperimentalnih životinja (Kihira i 

sar., 2002). 

3. Neurotransmiterski fluks 

Ranija istraživanja negativnog uticaja Al na sinaptičku transmisiju (Meiri i sar., 

1993) podstakla su fokusiranje interesonavanja i na tom polju. Pokazana je povišena 

aktivnost acetilholinesteraze in vivo i in vitro na animalnom modelu nakon tretmana 

aluminijum hloridom (Zatta i sar.,  2002). Takodje je potvrdjen inhibitorni uticaj jona Al na 

glutamatne N-metil-D-aspartat (NMDA) receptore hipokampalnih neurona (Nday i sar., 

2010). 

4. Lipidne membrane 

Pokazano je da aluminijum ima uticaja kako na fluidnost i fizičke osobenosti 

ćelijske membrane (Verstraeten i Oteiza, 2002) tako i na porast lipidne peroksidacije 

lizozoma kao posledica oksidativnog stresa izazvanog Al (Kaneko i sar., 2007). 

5. Apoptoza neurona i glije 

Svi navedeni mehanizmi mogu pokrenuti proces degradacije nervnog tkiva i u 

krajnjem smrti ćelije, kao što je već navedeno do sada, ali je ustanovljeno i da jedinjenja 

aluminijuma, per se, mogu indukovati apoptozu na animalnom modelu (Ghirbi i sar., 

2001). Nadalje, na eksperimentalnom modelu pacova Kawahara i sar. (2003) su dokazali 

protektivni uticaj „brain-derived” neurotropnog faktora (BDNF) kao odgovor na 
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neurotoksičnost prethodno tretiranih hipokampalnih neurona jedinjenjenjem aluminijm 

maltolata. 

U korpusu različitih epidemioloških studija, aluminijum, kao prominentni faktor 

spoljne sredine, bio je prepoznat kao kofaktor u etiologiji nekih neurodegenerativnih 

oboljenja uključujući i Alchajmerovu bolest (Solfrizzi i sar., 2006; Domingo i sar., 2011). 

Sa hronološkog aspekta, još u XIX veku publikovan je rad Döllkena (1897) kojim se po 

prvi put skreće pažnja na neurotoksičnost Al. Povezanost izmedju trovanja aluminijumom i 

poremećaja pamćenja u ljudi, potom je, potvrdjena početkom prošlog veka (Spofforth  i 

sar., 1921), a zatim su usledila eksperimentalna istraživanja na životinjama koja su 

potkrepila neurotoksičmost ovog metala. Intracerebralnom administracijom Al indukovana 

je epilepsija (Chusid i sar., 1951). Takodje, u eksperimentalnoj studiji, nakon injekcione 

administracije Al soli novozelandskim belim zečevima, opisana je pojava neurofibrilarne 

degeneracije morfološki nalik neurofilamentoznim agregatima u bolesnika sa AB (Kaltzo i 

sar., 1965). Ovo istraživanje smatra se prekretnicom u shvatanju uloge aluminijuma u 

etologiji neurodegenerativnih promena u CNS. Kako je aluminijum bio sastojak solucija za 

dijalizu dokazano je da je kao takav bio uzročnik različitih, od dijalize zavisnih oboljenja, 

poput osteomalacije, mikrocitne anemija β2-mikroglobin udružene amilioidoze (Wills i 

Savory, 1989), ali i encefalopatije hemodijaliziranih pacijenta (Alfrey i sar., 1976; 

Harrington i sar., 1994). 

Poslednjih par decenija, u stručnoj literaturi, dolazi do ekspanzije epidemioloških 

studija koje izučavaju udruženost ekspozicije Al i njegovo povišeno prisustvo u pijaćoj 

vodi u pojedinim regionima, na konsekutivni porast incidence Alchajmerove bolesti u 

ispitivanom stanovništvu (Martyn i sar., 1989; Frecker, 1991; Neri i Hewitt, 1991). Ta 

istraživanja su pokazala da povišen dnevni unos Al, putem pijaće vode korelira sa 

povišenim rizikom za nastanak kognitivnog oštećenja ili demencije (Rondeau i sar., 2000) 

što sugeriše neurotoksični potencijal ovog metala. 
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1.3. Alchajmerova bolest  

 

Alchajmerova bolest (AB) je najčešće primarno degenerativno oboljenja mozga u 

osoba iznad 65 godina koje obuhvata oko 0,5% globalne populacije (Abbott, 2011). Tipični 

sindrom senilne demencije čini progresivan gubitak pamćenja, teškoće u planiranju i 

rešavanju problema, deficit u sferi egzekutivnih i kognitivnih funkcija kao i bihejvioralna 

deterioracija (Karantzoulis and Galvin, 2011). Danas se smatra da AB prethodi umeran 

kognitivni deficit, koji počinje znatno pre no što se ispoljavaju klinički simptomi i zapravo 

čini centralno mesto u definisanju klastera oboljenja koje će se docnije ispoljiti u formi 

ozbiljne demencije  (Jack i sar. 2010). 

Alchajmerova bolest, iako je poznata preko 100 godina kao entitet, tek u poslednjih 

30-tak godina ulazi u fokus istraživača i kliničara. Naziv duguje Aloisu Alzheimeru, 

nemačkom psihologu i patologu, koji je prvi opisao specifične morfološke abnormalnosti 

mozga u pacijentkinje Auguste D., koja je bolovala od do tada, veoma neobične forme 

mentalnog oboljenja i preminula u svojoj 51. godini. Nakon autopsije u njenom mozgu 

Alzheimer je otkrio znatni gubitak neurona, neuronska vlakna koja formiraju klubad, 

plakove visokog denziteta i glijalnu proliferaciju (Alzheimer, 1907; Stelzmann, 1995). 

Četiri godine kasnije, Emil Kraepelin, jedan od rodonačelnika savremene psihijatrije,  po 

prvi put će koristiti naziv Alchajmerova bolest za poseban entitet koji je uključen u VIII 

ediciju Psihijatrijskog priručnika (Kraepelin, 1910). 

Značaj Alchajmerove bolesti u savremenoj medicini meri se njenom 

epidemiološkom stopom koja je 2013. godine iznosila 35 milona ljudi koje je obolelo 

(jedan na dvadeset stanovnika svetske populacije), sa procenama da će se taj broj 

udvostručiti već 2030. godine, a 2050. iznosiće oko 115,4 milona ljudi (WHO, 2013). 

Incidenca nastanka demencija u svetu iznosi 7,7 miliona godišnje odnosno jedan 

novotkriven slučaj svake 4 sekunde. Smatra se da je jedno od glavnih objašnjenja ove 
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rasprostranjenosti zapravo starenje populacije na našoj planeti (Prince i sar., 2013). S 

obzirom da većina pacijenta oboli nakon svoje 65 godine, rizik se povećava za svakih 6 

godina eksponencijalno, na 50% verovatnoće obolevanja u populaciji preko 85 godina 

(Ziegler-Graham, 2008). 

Dijagnostički kriterijumi za definisanje Alchajmerove bolesti prvi put su 

publikovani 1984. godine (Mckhann i sar., 1984). Zatim su naknadno  revidirani 2011. 

godine od strane Nacionalnog Instituta za Starenje i Asocijacije za Alchajmer, u svetlu 

novih istraživanja  koja su izučavala značajnost ranog ispoljavanja patološkog supstrata na 

sam tok AB (Mc Khann i sar., 2011). Identifikovana su tri stadijuma AB i uvrštena u 

preporuke dobre kliničke prakse: preklinička Alchajmerova bolest, blagi kognitivni 

poremećaj i razvijena demencija Alchajmerovog tipa (Hyman i sar., 2012). 

U prvom, prekliničkom stadijumu su osobe koje još nemaju ispoljene klničke 

simptome bolesti poput poremećaja pamćenja ali imaju dokazive morfološke promene u 

mozgu i /ili cerebrospinalnoj tečnosti i /ili  krvi biomarkere koji predstavljaju rane znake 

oboljevanja. Pretpostavlja se da se morfološke promene u mozgu mogu ispoljiti i više 

godina pre pojave kliničkih korelata, ali se u ovom stadijumu pacijenti retko eksplorišu jer 

nemaju tegobe (Jack i sar., 2009). Stoga je ovaj stadijum bolesti, ne retko, asimptomatski, 

„nem” u kliničkom smislu i bez jasno determinisanih dijagnostičkih kriterijuma. Nasuprot 

tome, ovaj stadijum bolesti je u istraživačkom smislu predmet brojnih studija koje 

potvrdjuju sporu i protrahovanu pojavu Aβ depozita u vremenskom periodu koji doseže i 

do 20 godina unazad (Villemagne i sar., 2013). 

 Blagi kognitivni poremćaj (BKP) predstavlja stanje kada je prisutno kognitivno 

oštećenje, anamnestičko ili ne anamnestičko, uz očuvanu funkcionalnost u svakodnevnom 

životu i odsustvo kriterijuma za dijagnozu demencije (Pavlović i Stefanova, 2013). 

Sistematskom analizom incidence i prevalence BKP na osnovu objavljenih populacionih 

studija u Engleskoj, iako inkoherentne po metodologiji, pokazano je da su procene 
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prevalence od 3%–42% za BKP, a u populaciji preko 65 godina života 10 do 20% osoba  

imaju ovaj preklinički stadijum AB (Ward i sar., 2012). 

Razvijena forma demencije AB tipa ispoljava se grupom simptoma od kojih je 

najmarkantniji poremećaj pamćenja sa teškoćama u upamćivanju novih informacija i 

rekognicijom koja ozbiljno remeti svakodnevno funkcionisanje. Progresivna kognitivna 

deterioracija odlikuje se: 

(a) poteškoćama u planiranju ili rešavnju problema, 

(b) osujećenjenjem u obavljanju dnevnih aktivnosti, 

(c) povremenom vremenskom ili prostornom dezorjentacijom, 

(d) problemima u sferi govora ili pisanja, 

(e) otežanim rasudjivanjem i zamenom pojmova, 

(f) promenama u sferi afektiviteta uključujući apatiju i depresiju 

 (Alzheimer’s Association, 2014). 

Ustanovljenje novih kriterijuma za AB uvelo je u praksu i korišćenje dve kategorije 

biomarkera: biomarkere koji pokazuju nivo akumulacije beta amiloida u mozgu i 

biomarkere koji koreliraju sa oštećenjem ili aktuelnom degeneracijom neurona u mozgu 

(Galluzzi i sar., 2013; Roe i sar., 2013). 

 Neuropatološki, AB karakterišu tri glavna obeležja: amiloidni plakovi, 

neurofobrilarna klupka i gubitak sinapsi. Ekstracelularni amiloidni plakovi (senile plaques) 

izgrađeni su od beta amiloida (Aβ), distrofičnih promena na neuronima i reaktivne glije 

(Dickson, 1997), a intraneuronska neurofibrilarna klupka (neurofibrillary tangles) se 

sastoje od filamenata hiperfosforilisane forme mikrotubularnog Tau proteina (Grundke-

Iqbal i sar., 1986). Gubitak sinapsi najvećim delom nastaje usled degeneracije holinergičkih 
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neurona u korteksu i hipokampusu a, smanjenje koncentracije acetilholina je karakteristično 

za mozak obolelih od AB (Bobba i sar., 2010).  

Centralno mesto u patogenezi AB, danas se pripisuje poremećajima u procesu 

razgradnje amilodnog prekurskog proteina (APP) i prelasku sa normalnog na patološku 

diferencijaciju (tzv. amiloidna kaskada) (Savory i sar., 2006). Pod normalnim okolnostima, 

razgradnja ovog transmembranskog  glikoproteina odvija se pod dejstvom  skeretaze koja 

oslobađa solubilni amiloid prekursorski protein alfa (sAPPα) značajan u normalnoj 

sinaptičkoj transmisiji i procesima sinaptičke plastičnosti. Usled alteracije u stanju 

Alchajmerove bolesti aktivira se „amiloidogeni put“ gde se sekvestracija APP vrši β-

sekretazom (ili γ-sekretazom) i tako oslobađa ekstracelularni fragment - amiloid beta 

(Aβ40/42) koji je neurotoksičan i sklon agregaciji (Chen i Yan, 2010).  

Implicirano je da  postoji izvesna genetska predodredjenost u patogenezi AB, s 

obzirom da su dokazane mutacije APP kao i enzima uključenih u produkciju Aβ (Tanzi i 

Bertram, 2001). Aβ je prvi put identifikovan od strane Masters i sar. (1985) kao protein koji 

ima sposobnost agregacije čiji depoziti čine srž amiloidnih plakova nadjenih u pacijenta 

obolelih od AB  (Kawooya i sar., 2003). U svojoj monomernoj formi ovaj protein nema 

destruktivno dejstvo. Aβ protein sesatoji od 40 ili 42 amino kiseline definisane kao Aβ1-40  i 

Aβ1-42  koje predstavljaju glavne komponenete amiloidnog plaka (Gursky i Aleshkov, 

2000). 

Za Aβ1-40  se pretpostavlja da implicira nastanak inicijalnih agregata, dok je Aβ1-42  

solubilna i čini glavnu cirkulatornu formu pristnu u plazmi i cerebrospinalnoj tečnosti. 

Aktuelne naučne postavke spekulišu da su solubilni agregati Aβ odgovorni za nastanak 

neurodegenerativnih promena u mozgu obolelih od Alchajmerove demencije, pre no 

monomerni ili nesolubilni fibrili (Roychaudhuri i sar., 2009). Glavna dogadjanja prema 

hipotezi amiloidne kaskade prikazana su na slici 1. 
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Slika 1. Preuzeto  iz: Dickson, 2004 

 Aβ nastaje iz APP procesom proteolize pod dejstvom β-sekretaze, koja genereše karboksi 

terminalne fargmente (CTFs) i putem γ-sekretaze. Aβ formira agregate u ekstracelularnom 

prostoru u formi senilnih plakova kroz process koji je zavistan od proteoglikana i 

apolipoproteina. Ekstracelularni Aβ oligomeri mogu aktivirati cistein aspartat proteazu 

(kaspazu) putem aktivacije na ćelijskoj površini smeštenog “death” receptora. Alternativno 

intarcelularni Aβ može aktivirati kaspazu kroz proces koji uključuje disfunkciju 

endoplazamtičnog retikuluma ili mitohondrija. Jedna od posledica aktiviranja kaspaze je 

cepanje tau koji favorizuje konformacijske promene karakteristične za uparene spiralne 

filamente. Progresivna akumulacija tau dovodi do oštećenja citoskeleta, slabijeg aksijalnog 

i dendritskog trasporta gubitka, ćelijske trofike i u krajnjem smrti ćelije. 
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 Uprkos naporima brojnih istraživača da proniknu u etiopatogenezu AB, sa 

izuzetkom pojedinih naslednih formi, uzrok nastanka Alchajmorove bolesti i dalje je 

nepoznat (Alzheimer’s Association, 2011). 

 

1.4.Povezanost aluminijuma i Alchajmerove bolesti 

 

Uloga Al kao patogenetskog faktora u AB sugerisana je mnogim dosadašnjim 

studijama (Kawahara i sar., 2001; Aremu i Meshitsuka, 2006; Shcherbatykh i Carpenter, 

2007; Ferreira i sar., 2008). Ipak, neke studije nisu dokazale postojanje povezanosti (Graves 

i sar., 1998; Polizzi i sar., 2002).  

Ustanovljeno je da koncentracije aluminujuma u humanom moždanom parenhimu 

rastu sa godinama (Yokel, 2000; Wu i sar, 2008). Ovaj metal je detektovan post mortem u 

neurofibrilarnim vlaknima (Meiri, 1993) i senilnim plakovima obolelih od AB (Good i Perl, 

1993; Solomon, 2001). Novija istraživanja su, in vivo, korišćenjem transmisione 

elektronske mikroskopije, potvrdila ko-lokalizaciju Al i amiloid β peptida u središtu 

senilnih plakova lokalizovanih u hipokampalnom i temporalnom lobusu obolelih od AB 

(Yumoto  i sar., 2009). Studija Rondeau i sar. (2009)  pokazala je značajno veći kognitivni 

pad u subjekata sa većim dnevnim unosom Al
+3

 kroz pijaću vodu ( 0,1
 
mg/dnevno) kao i u 

osoba na geografskim područjima gde je veća ekspozicija prema aluminijumu. Stoga je sa 

razlogom pretpostavljeno da se aluminijum može smatrati važnim faktorom rizika za 

nastanak AB.  

Studije na animalnim modelima, još pre 30 godina, su pokazale da unošenje 

aluminjum citrata oralnim putem japanskim zečevima izaziva neurofibrilarnu degenraciju 

prednjih rogova kičmene moždine (Kihira, 1994). Pokazano je i da 

intracerebroventrikularna infuzija aluminijuma u belih zečeva dovodi do pojave 

neurofibrilarnih klupka (Savory i sar., 2006). Takodje je ustanovljeno, ranijim in vivo 
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istraživanjima, da administracija soli Al intracerebralno ili pereferno u mačaka (Crapper i 

sar. 1973), miševa (Games i sar., 1995), pacova (Brining i sar., 1996) i majmuna (Uno i 

sar., 1999)  indukuje formaciju neurofibrilarnih vlakana. 

Navedena istraživanja potkrepljena su proučavanjem Exley i sar. (1993) koja su po 

prvi put demonstrirala, cirkularno dihroiznom spektroskopijom (CD spektroskopija), 

komformacijske promene Aβ proteina (1–40) indukovane aluminijumom. Ustanovljeno je i 

toksično dejstvo različitih jedinjenja aluminijuma i in vitro na hipokampalne ćelije u kulturi 

(Platt i sar., 2007). Dokazano je da Al promoviše fosforilaciju tau proteina dovodeći do 

smanjene solubilnosti i sklonosti ka agregaciji in vivo i in vitro (Shin i sar., 1994). 

Pokazano je da Al
3+ 

indukuje amiloidnu agregaciju i fibrilogenezu
 
i stvara komplekse sa 

Aβ, a nastali Al
3+

-Aβ kompleksi  bitno menjaju strukturne karakteristuike lipidnog dvosloja 

u lizozomima (Ricchelli i sar., 2005) i imaju neurotoksične efekte (Drago i sar., 2008). 

Rezultati Chen i sar. (2011) dokazali su da Al indukuje povećanu hidrofobnu ekspoziciju 

Aβ. Vezivanjem metala nastaju konformacijske promene Aβ i menja se stabilnost ovog 

jedinjenja, kao ključnog faktora u formiranju specifičnih agregata.  

 

1.5. Oksidativni stres i Al 

 

Većina aktuelnih studija je pokazala da ekspozicija Al
+3

 indukuje više različitih 

bioloških efekata koji mogu biti značajni za nastanak AB kao što su: holinergički deficit 

(Mićić i Petronijević, 2000), apoptoza (Guo i Liang, 2001; Dickson, 2004), promene u 

mitohondrijalnoj genskoj ekspresiji (Ghribi i sar. 2001) i inflamacija (Tsunoda i Sharma 

1999).  

Savremena istraživanja su pokazala da se u Аlchajmerovoj bolesti disfunkionalnost 

mitohondrijalnog metabolizma javlja rano, pogoršava sa kliničkom deterioracijom i 
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udružena je sa oštećenjem energetske homeostaze (Bobba i sar., 2010). Po Leuneru, (2007) 

mitohondrijalna disfunkcija je „prva domina u starenju centralnog nervnog sistema“ i 

Alchajmerovoj bolesti. Pratico i sar. (2002) su na modelu AB upotrebom transgenih miševa 

(Tg2576) sa povišenom amiloidnom ekspresijom, merenjem isoprostana (iPs), specifičnih in 

vivo markera lipidne peroksidacije, ukazali na mogući razvojni put amiloidnih tvorevina. 

Autori su dokazali da proces lipidne peroksidacije prethodi nastanku amiloidnih plakova. 

Tome u prilog idu i rezultati studija kojima je dokazana uloga izmenjenog mitohondrijalnog 

metabolizma kao važnog  faktora u patogenzi AB (Sullivan i Brown, 2005; Readnower i 

sar., 2011). 

Oksidativan stres je jedan od pretpostavljenih mehanizama aluminijumom 

indukovane neurotoksičnosti (Bondy i sar., 1998; Campbell i Bondy, 2000; Pratico i 

Delanty, 2000; Yuan i sar., 2012). Takodje, dosadašnja istraživanja pokazuju da je 

oksidativni disbalans krucijalni dogadjaj u patogenezi AB (Hirai i sar., 2001; Perry i sar.,  

2002; Butterfiled i sar., 2007). Spekuliše se da alteracija mitohondrijalnog metabolizma i 

posledični nastanak reaktivnih kiseoničnih radikala (ROS) imaju posredničku ulogu u 

nastanku AB (Ohta i Ohsawa 2006; Parihar i Brewer, 2007). Dokazano je da aktivnost 

enzima citohrom c oksidaze (enzimski kompleks IV mitohondrijalnog lanca) snižena u 

fronatalnom i temporalnom korteksu pacijenta obolelih od AB (Kish, 1999) što ukazuje na 

postojanje deficita u funkcionisanju respiratornog lanca, produkciji ATP-a i alteraciji 

mitohondrijalnih struktura neurona u Alchajmerovoj bolesti (Manacuso i sar., 2007). 

Oksidativni stres nastaje kao posledica disbalansa izmedju produkcije reaktivnih 

kiseoničnih radikala i sposobnosti njihovog kupiranja antioksidantnim enzimskim 

sistemima. Produkcija ROS je zapravo destruktivni aspekt oksidativnog stresa koji nastaje 

u slučajevima hiperprodukcije ili poremećaja uklanjanja kiseoničnih radikala. 

Hiperprodukcija ROS dovodi do oštećenja i destrukcije ćelijske arhitektonike i njenih 

komponeneti uključujući gradivne lipide, proteine pa i samu DNK (Imlay, 2003). 

Najefikasniji ćelijski antioksidantni sistemi obuhvataju enzime - superoksid dizmutazu, 

katalazu i glutation peroksidazu, dok su manje poznati ali, takodje veoma značajni, 
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antioksidansi perioksiredoksini i sulfiredoksin. Takodje, medju enzimima koji imaju 

antioksidatntno dejstvo, iako ono nije primarno, izdvajaju se paraoksonaza, glutation- S- 

transferaza i aldehid dehidrogenaza (Ceron i sar., 2014). 

Superoksid dizmutaza (SOD) je metaloenzim, prisutan u svim eukariotskim 

ćelijama, koji aktivno učestvuje u eleminaciji superoksid anjona. SOD atlernativno 

katalizuje dizmutaciju superoksidnog radikala (O2
−
) u običan molekul kisenika (O2) i 

vodonik peroksid (H2O2). Postoje tri izoenzimske forme: Cu,Zn zavisna SOD (SOD1), Mn 

zavisna SOD (SOD2) i ekstracelularna SOD (SOD3). 

Katalaza je ezim koji katalizuje razlaganju vodonik peroksida na kiseonik i vodu. 

Po svojoj strukturi je tetramer sa četiri polipeptidna lanca koja u svom središtu sadrže 

porfirinski hem.  

Glutation peroksidaza je familija više različitih izoezima (GPx1-8) čija glavna uloga  

u ćelijama je protektivna u odnosu na oksidativni stres. Ovaj seleno protein u svom 

aktivnom centru umesto normalnog cisteina, sadrži selenocistein. Peroksidaze koji sadrže 

selen sačinjavaju familiju enzima kojoj pripadaju najmanje četiri tipa enzima. „Klasična“ 

glutation peroksidaza (cGPx) deluje na H2O2 i hidroperokside masnih kiselina i holesterola, 

ali ne i na esterifikovane lipide kao što su oni prisutni u lipoproteinima. Fosfolipidna 

hidroperoksidna glutation peroksidaza (PHGPx) je jedini enzim za koji se zna da redukuje 

lipidne hidroperokside iz lipoproteina. Ova izoforma je vezana za membranu, i kao i cGPx 

se ne nalazi u ekstracelularnim tečnostima (Miljak, 2009). Zapravo, osnovna  biološka 

funkcija GPX je da redukuje lipidne hidroperokside u odgovarajuće alkohole, a  slobodan 

vodonik peroksid u molekule vode (slika 2). 
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Slika 2. Preuzeto i korigovano iz: Mendez i sar. 2005. 

Šematski prikaz funkcionisanja antioksidativnih enzima. Superoksidizmutaze - SOD1, 

SOD2 i SOD3 i njihova uloga u kupiranju slobodnih radikala. Citosolni mitohondrijalni i 

ekstracelularni O2
−·

 se pretvaraju u H2O2 posredstvom sve tri izoforme SOD enzima. 

Katalaza (CAT) i glutation peroksidaza  (GPX) vrše dalju medijaciju konvretujući  H2O2 u 

vodu i molekul kiseonika 
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Dosadašnja postavka da se amiloid β akumulira isključivo ekstracelularno, pobijena 

je citološkim i biohemijskim studijama na modelu AB u pacova (Chen i Yan, 2006; Reddy, 

2009) kojima je dokazana stimulacija ulaska Aβ peptida u mitohondrije kortikalnih 

neurona, putem specifičnog transportera (translokaze) i taloženje unutar mitohodndrijalnih 

krista. Sličan distribucioni obrazac dokazan je i na biopsijskom humanom materijalu 

korteksa imunoelektronskom mikroskopijom (Hansson Petersen i sar., 2008). Nadalje, 

Ansari i Scheff, (2010) su pokazali da na postmortem materijalu obolelih od AB u 

različitim fazama ispoljavanja oboljenja (umereno, razvijeno, terminalno), postoji pozitivna 

korelacija izmedju stepena razvoja bolesti verifikovana Mini Mental Testom (MMT) i pada 

aktivnosti antioksidativnih enzima (superoksid dizmutaza, katalaza, glutation peroksidaza) 

u sinaptozomalnoj frakciji korteksa. Takodje je sinhrono zabeležen porast lipidnih 

peroksida već u fazi umerenog kogniivnog deficita. 

 Prethodna istraživanja na modelu džerbila (Mićić i sar., 1999) pokazala su da 

serumska koncentracija Al raste nakon 24 h od ingestije AlCl3  u dozi od LD50, da se u 

istom vremenskom intervalu beleži značajan pad aktivnosti mitohondrijalne citohrom c 

oxidaze u moždanim strukturama. Ovakva redukcija enzimske aktivnosti dovodi do 

kompromitacije transporta slobodnih elektrona unutar mitohondrija i konsekventnog 

nagomilavanja kiseoničnih slobodnih radikala. Nadalje, istraživanja su dokazala (Mićić i 

sar., 2003) da se kao posledica nagomilavanja ROS beleži porast ukupne aktivnosti SOD 24 

časa nakon per os adminstracije Al u dozi LD50.  

Stvaranje ROS u mitohondrijama se do nedavno smatralo glavnim uzrokom 

oksidativnog stresa. Međutim, novijim istraživanjima se sve više ukazuje na ulogu 

nikotinamid adenozn dinukleotid fosfat oksidaze (NADPH oksidaze) u nastanku 

oksidativnog disbalansa.  

Familija NADPH oksidaza (NOX) se sastoji od najmanje sedam do sada otkrivenih 

izoformi - NOX1 do 5 i DUOX1 i 2, koje imaju jedinstvenu distribucuju u organizmu i 

mogu se detektovati u raznim tkivima i centralnom nervnom sistemu (CNS) (Sorce i 
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Krause, 2009). NOX enzimi su široko rasprostranjeni u CNS gde, kako se smatra, imaju 

značajnu ulogu kako u fiziološkom funkcionisanju tako i u nastanku pojedinih oboljenja 

mozga. 

 Ekspresija izoformi NOX1-3 pokazana je u neuronima, mikrogliji i astrocitima 

(Sorce i Krause, 2009).  

NOX1 pojačava osetljivost neurona na inflamatorni bol, dok deficijencija ovog 

enzima snižava toplotnu i mehaničku hiperalgeziju tokom inflamacije ali ne utiče na 

nocioceptivni odgovor na toplotu ili mehanički stimulans (Ibi i sar., 2008). 

NOX2  protein je heterodimer sa većom subjedinocom gp91
phox

 i transmembranskom 

subjedinicom p22
phox

 dok je je kompleks subjedinica: p47, p67 i p40  citosolan i učestvuje u 

procesu aktivacije fagocita (Babior, 2004). NOX se aktivira kada se citosolna subjedinica 

fosforiliše zajedno sa Rac1 proteinom rezultirajući translokacijom na membranu, 

povezivanjem sa transmembranskim subjedinicama i nastankom aktivne formacije 

kompleksa NADPH oksidaze. Krajnji produkt je nastanak superoksida (Lambeth, 2004; 

Bedard and Krause, 2007; William, 2008) (slika 3).  

Najbolje dokumentovano humano oboljenje vezano za gubitak funkcije NOX 

enzima je hronično granulomatozno oboljenje. U pitanju je  imunodeficijencija izazvana 

mutacijom jednog od gena koji vrše ekspersiju NOX2 kompleksa  (Stasia i Li, 2008). 
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Slika 3. Preuzeto iz : Wilkinson i Landreth, 2006 

Aktivacija makrofagnog NADPH oksidaza kompleksa. Stimulacija mikroglije indukuje 

aktivaciju citoplazmatskih komponenti. Tokom aktivacije dolazi do prelaska Rac1 u 

aktivnu formu, posredovanu guanozin trifosfatom (GDP) i fosforilacije subjedinica 

p47phox i p67phox. Ove subjedinice se translociraju na membranu gde reaguju sa p22
phox

 i 

p91
phox 

(NOX2) izazivajući produkciju reaktivnih kiseoničnih radikala. 
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Amiloid β je proinflamatorni okidač za aktivaciju mikroglije, indukuje NOX2 

aktivaciju kako u mikrogliji tako i u neuronima direktno (Shelat i sar., 2008). Mikroglijalna 

funkcija je monitorna, mandatorna i benefitna za CNS. Nadgleda i prva reaguje na 

dogadjanja u moždanim strukturama. Aktivacija mikroglije i astrocita tzv „reaktivna 

mikroglijoza” nastaje kao odgovor na proinflamotorne okidače: agregaciju ili 

oligomerizaciju amiloida β.  

Pokazano je da do aktivacije NOX2 enzima dolazi u moždanim strukturama 

pacijenta obolelih od AB i da NADPH oksidaza aktiviranjem mikroglije dvodi do 

produkcije ROS koji pokazjuju potencijalnu toksičnost za okolne neurone obolelih 

pacijenta (Shimohama i sar., 2000). Takođe je pokazano i da NOX2 inhibitorni peptid 

gp91ds-tat, redukuje oksidativni stres i nastanak patološkog amiloda β na 

eksperimentalnom modelu miševa (Park  i sar., 2008). 

Ove opservacije sugerišu da se NOX inhibitori mogu kvalifikovati kao protektori u 

ranim fazama bolesti i mogući kandidati u terapiji Alchajmerove bolesti (Wang  i sar., 

2008; Block,  2008). 
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2. CILJEVI  ISTRAŽIVANJA 
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CILJEVI  ISTRAŽIVANJA 

 

(I) Ispitati dinamiku promena holinergičkog sistema (aktivnost acetiholinesteraze), 

pokazatelja oksidativnog stresa (sadržaj lipidnih peroksida, koncentracija superoksid 

anjona, koncentracija sulfhidrilnih grupa, aktivnost superoksid dizmutaze i katalaze) i 

enzima respiratornog lanca (aktivnost citohrom c oksidaze i kompleksa I) u korteksu, 

hipokampusu, talamusu i nc. caudatus-u životinja u toku prva 24 sata od akutnog tretmana 

različitim dozama (LD25 i LD50) aluminijuma hlorida (AlCl3 x6H20).  

 

 (II) Odrediti aktivnost citohrom c oksidaze i kompleksa I, aktivnost 

acetiholinesteraze i pokazatelje oksidativnog stresa (sadržaj lipidnih peroksida, 

koncentracija superoksid anjona, koncentracija sulfhidrilnih grupa, kao i  aktivnost 

superoksid dizmutaze i katalaze) u korteksu, hipokampusu, talamusu i nc. caudatus-u 

džerbila nakon subakutnog tretmana AlCl3 koji je aplikovan gavažom u dozi  LD10 u toku 

tri nedelje. 

  

(III) Ispitati uticaj subakutnog davanja AlCl3 (LD10) na ekspresiju amiloida β, 

NADPH oksidaze (NOX), pojedinih izoenzima superoksid dizmutaze (SOD1 i SOD2) u 

mozgu pustinjskih miševa, tehnikama imunohistohemije i Western blota. 
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3. MATERIJAL I METODE  
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3.1.Eksperimentalne životinje 

 

Eksperimentalni rad je obavljen na Institutu za medicinsku i kliničku biohemiju 

Medicinskog fakulteta u Beogradu. Eksperimenti su sprovedeni na pustinjskim miševima 

(Meriones Unguiculatus, eng. Mongolian gerbils, džerbili) oba pola, starosti 12 nedelja. 

Životinje su dobijene iz uzgajališta vivarijuma Vojnomedicinske akademije u Beogradu. 

Mongolski džerbili, ukupno 130, prosečne težine oko 60 g, čuvani su u kavezima sa 

kontaktnom prostirkom, pod normalnim uslovima: temperatura 22  1 C, relativna 

vlažnost vazduha  50%, sa 12-časovnim ciklusom svetlo-mrak, sa svetlom uključenim u 9 

h. Hrana i voda su im bili dostupni ad libitum, a 6 h pre početka ogleda bila im je  

uskraćena hrana i 2 h pre početka ogleda i voda, s obzirom na unošenje Al tehnikom  lavaže 

želudca. Smeštajni prostor – kavezi životinja koje su tretirane 21 dan bile su oplemenjene 

penjaliciama i koturima od plastike. 

Sve eksperimentalne procedure su bile odobrene od strane Etičke komisje za zaštitu 

dobrobiti oglednih životinja Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (dozvola broj 

4839/2). 

Šesteset životinja je akutno tretirano, gastričnom sondom (gavažom) sa AlCl3x6H20  

i to po trideset u dozi LD25 (1,85 g/kg telesne težine) i LD50 (3,7 g/kg telesne težine) 

(Merck Index, 1968). Grupa kontrolnih životinja, ukupno trideset, tretirana je 

ekvivalentnom zapreminom fiziološkim rastvorom (0,9% NaCl), takođe gavažom. 

Životinje su anestezirane sa pentobarbital-Na (Vetanarcol, Werfft-Chemie, Vienna) i 

žrtvovane dekapitacijom u grupama od po deset 2, 6 i 24 sata nakon tretmana.  

Dvadeset Mongolskih džerbila podvrgnuto je  subaktnom tretmanu “per os” sa 

AlCl3x6H20 u dozi LD10 ( 0.74g/kg telesne težine) i to po protokolu 5 dana tretman, dva 

dana pauza. Ove životinje  žrtvovane  su 21 dan posle početka tretmana. Kontrolna grupa 
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životinja (n=20) je u istim terminima dobijala fiziološki rastvor i  žrtvovana, takođe, nakon 

21 dan od početka tretmana.   

 

3.2.Izolovane struktura za biohemijske analize  

 

Glave Mongolskih džerbila žrtvovanih posle 2, 6 i 24 časa od akutnog tretmana sa 

AlCl3 ili NaCl (po 10 životinja iz svake grupe) kao i glave životinja koje su žrtvovane 

nakon 21 dan od početka subakutnog tretmana sa AlCl3 ili NaCl (takođe po 10 životinja iz 

svake grupe), su  trenutno zamrzavane u tečnom azotu a, zatim čuvane na -85C. Moždane 

strukture (korteks, hipokampus, talamus i nc.caudatus) preparisane su na hladno i 

homogenizovane u hladnom puferisanom saharoznom medijumu (0,25 M/L saharoze, 10 

mmol/ K/NaPO4 pufer pH 7.0 i 1 mmol/L EDTA). Za odredjivanje enzimske aktivnosti u 

sinaptozomalnoj i mitohondrijalnoj frakciji specifičnih moždanih regiona, primenjena je 

metoda po Whittakeru i Barkeru (1972). Homogenizacijom  je usitnjeno  tkivo i potom 

centrifugirano  na 1000G 15 minuta. Supernatanti su centrifugirani 30 minuta na 20000G. 

Ovako dobijeni supernatant predstavlja neprečišćenu sinaptozomalnu frakciju koja sadrži 

membranske vezikule (mikrozome) nastale od glatkog i granulisanog endoplazmatičnog 

retikuluma, Goldžijevog aparata i plazma membrane kao i sve solubilne komponente 

citoplazme. Talog je resuspendovan u dejonizovanoj vodi i ostavljen 60 minuta na +4ºC uz 

povremeno mešanje. Ovako resuspendovan talog je zatim centrifugiran na 1700G 15 

minuta. Dobijeni supernatant predstavlja neprečišćenu mitohondrijalnu frakciju i sadrži 

mitohondrije, lizozome i peroksizome.  

Neprečišćena sinaptozomalna i mitohondrijalna frakcija su čuvane na -80 ºC . 
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3.3. Biohemijske analize 

 

U uzorcima neprečišćene sinaptozomalne frakcije korteksa, hipokampusa, talamus i 

nc.caudatus-a spektrofotometrijski je određivana aktivnost pojedinih enzimskih 

sistema(AChE, SOD, CAT, MDA,Kompleks I, sulfhidrilne grupe i supreoksid anjon), dok 

je aktivnost COX enzima odredjivana u mitohondrijalnoj frakciji.  

3.3.1. Merenje sadržaja proteina  

Koncentracija proteina u uzorcima je odredjivana spektrofotometrijski po metodi 

Lowry i sar. (1951). Kao satandard je korišćen katalizovan serumski albumin govečeta 

BSA (Sigma). Količina proteina je odredjivana u supranatantu za odredjivanje enzimske 

aktivnosti neposredno po ekstrakciji. Razblaživanjem sa saharoznim medijumom 

koncentracija proteina je u svim uzorcima svedena na približno 1mg/ml. 

3.3.2. Aktivnost enzima acetilholinesteraze (AChE) 

Aktivnost acetilholinesteraze je određivana po metodi Ellman i sar. (1961). Princip 

reakcije je da acetilholinesteraza razlaže acetiltioholin jodid čiji se produkt razlaganja 

vezuje za DTNB (5,5’-ditiobis-2 nitro benzojeva kiselina). Kao rezultat reakcije nastaje 

žuto obojeni kompleks. Količina nastalog kompleksa merena je spektrofotometrijski i 

predstavlja indeks aktivnosti acetilholineteraze. U uzorak je dodavan tetra-

izopropilpirofosfoamin (isoompa) koji je inhibitor pseudoholinesteraze. Epruvete su 

inkubirane na 37˚C u trajanju od 30 min. Smeša je zatim hlađena pod mlazom vode, i 

nakon toga je dodata reakciona smeša koja je sadržala DTNB i natrijum bikarbonat u 0,1 M 

fosfatnom puferu (pH=7,2). Nakon 5 min (radi stabilizacije temperature) dodavan je 

acetiltioholin jodid i praćena je promena ekstinkcije spektrofotometrijski na 412 nm u toku 

3 min. Aktivnost acetilholinesteraze određivana je po formuli: 
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 AChE = ∆A/1,36×10
4
×1020/25×1/conc proteina, gde je A – promena apsorbance u toku 

1 minuta, 1.3610
-4

 – molarni apsorbcioni koeficijent žutog aniona, 25 – zampremina 

uzorka u l, 1020 – ukupna zapremina u kiveti u l. Sve korišćene hemikalije i reagensi su 

analitičkog stepena čistoće, proizvođača Merck i Sigma.  

3.3.3. Koncentracija lipidnih peroksida (MDA) 

Stepen lipidne peroksidacije određivan je na osnovu sadržaja MDA u 

sinaptozomalnoj frakciji korteksa i hipokampusa po metodi Rehncrona i sar. (1980). 

Malonildialdehid (MDA) nastao iz polinezasićenih masnih kiselina u procesu lipidne 

peroksidacije reaguje sa tiobarbituratna kiselinom (TBA) stvarajući obojeni kompleks. 

Količina stvorenog MDA+TBA merna je spektrofotometrijski na 533nm i predstavlja 

indeks lipidne peroksidacije. 

3.3.4 Koncentracija sulfhidrilnih grupa (SH grupa) 

Odredjivanje koncentracije sulfhidrilnih grupa vršeno je spektrofotometriskom 

metodom korišćenjem Ellman ovog reagensa (5,5’ ditiobis- (2-nitrobenzoična 

kiselina)(DTNB) po metodi Sedlak i Lindsay (1968). DTNB se redukuje u prisustvu SH 

grupa u nitromerkaptobenzoični kiseli anjon žute boje. Determinisanje totalnih 

sufhiodrilnih grupa odredjivano je putem merenja absorbance na 412nm. 

3.3.5. Akivnost enzima superoksid dizmutaze (SOD) i Kompleksa I 

Aktivnost SOD određivana je kao procenat inhibicije autooksidacije adrenalina u 

baznoj sredini po metodi Sun and Zigman (1978). Stepen inhibicije srazmeran je aktivnosti 

enzima. Aktivnost ukupne SOD određivana je kinetički, kao promena ekstinkcije u 

vremenu (10 minuta) na talasnoj dužini od 480nm. Koncentracija superoxid anjona je 

odredjivan redukcijom nitro plavog tetrazoliuma (NBT) po metodi Spitz i Oberley 

(1989).Redukcija NBT je odredjivana spektofotometrijski na talasnoj dužini  od 560 nm. 
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3.3.6. Aktivnost katalaze (CAT)  

Aktivnost katalaze je poroporcionalna količini utrošenog vodonik peroksida u 

jedinici vremena i i izračunava se iz razlike u sdržaju H2O2 u inkubacionoj mešavini pre i 

posle dodavanja enzima. Koncentracija H2O2 je odredjivana spektofotometrijski pomoću 

amonijum molibdata, sa kojim gradi žuto obojeno kompleksno jedinje sa maksimalnom 

apsorbancijom na talasnoj dužini od 405nm (Goth i sar.,1991). 

3.3.7. Aktivnost enzima citohrom c okisdaze (COX) 

Aktivnost citochrom c oksidaze, poslednje komponente u mitohondrijalnom 

respiratornom lancu, odredjivana  je na osnovu pada absorbance tokom oksidacije citohrom 

C-fero oksida u citohrom C-feri oksid. Kinetika je praćena u kalijumfosfatnom puferu  

(0.05 M, pH = 7.1) tokom  3-5 minuta spektofotometrijskom metodom sa maksimalnom 

apsorbancijom na  550 nm, po metodi  Hess i Pope (1960).  

 

3.4. Određivanje ekspresije proteina tehnikom Western blot 

 

 Ekspresija β amiloida, enzima NADPH oksidaze, kao i pojedinih izoenzima 

superoksid dizmutaze (SOD1 i SOD2)  određivana je tehnikom Western blot. Po pet 

životinja iz eksperimentalne i kontrolne grupe, koje se u toku tri nedelje subakutno tretirane 

sa AlCl3
 
 ili NaCl, žrtvovano je cervikalnom dislokacijom i dekapitacijom, nakon čega su 

moždane strukture preparisane na hladno, a potom izolovani ukupni proteini u RIPA puferu 

(300 mM NaCl, 20 mM HEPES pH 7.5, 0.2%SDS, 2% Na-deoksiholat, 2% Triton X-100). 
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Zatim je izvršena elektroforeza proteina u denaturišućem SDS poliakrilamidnom  gelu, 

nakon čega je izvršen transfer proteina sa gela na membranu. Membrane su potom 

nespecifično blokirane 1h (sa 5% nemasnim mlekom u prahu), nakon čega su inkubirane sa 

primarnim antitelom preko noći i potom sa sekundarnim antitelom (1h). U foto-komori, 

rendgen film je bio izložen membrani koja je tretirana sa Enhanced Chemiluminescence 

System (ECS) i razvijen. Blotovi su skenirani i semikvantitativna denzitometrijska analiza  

vršena je korišćenjem programa ImageQuant 5.2. 

 

3.5. Priprema uzoraka za imunohistohemiju (kriopreseci) i 

imunohistohemija 

 

Za imunohistohemijska ispitivanja žrtvovano je po 5 životinja iz subakutno tretirane 

eksperimentalne i kontrolne grupe. Životinje  su najpre anestezirane hloral hidratom (i.p.) i 

zatim perfundovane sveže pripremljenim 4% paraformaldehidom (4ºC). Izvađeni mozgovi 

su, zatim, ostavljeni 24h u 4% paraformaldehidu nakon čega su prebačeni u rastući 

gradijent saharoze (10%, 20%, 30%) u 0.1M fosfatnom puferu pH=7.4  (krioprezervacija). 

Mozgovi su trenutno zamrzavani na -80ºC uranjanjem u 2-metilbutan. Zamrznuti mozgovi  

sečeni su kriokatom (Leica) na -25ºC, a debljina isečaka je iznosila 25μm. Isečeni uzorci  

stavljani su na superfrost histološke pločice i čuvani na -20 ºC. Za imunohistohemijske 

studije, prvo je izvršeno demaskiranje antigena u citratnom puferu, pH=9 (30 min na 80ºC). 

Nakon toga, je načinjeno nespecičično blokiranje u normalnom kozijem serumu (1h na 

sobnoj temperaturi), a potom su uzorci inkubirani (24-48h na +4ºC) sa primarnim 

antitelima prema  β amiloidu (zečije poliklonalno  anti - β amiloid antitelo, Abcam, UK), a 

zatim sa odgovarajućim sekundarnim antitelom (1h na sobnoj temeperaturi). Poliklonsko 

kozije anti SOD1 i poliklonsko kozije anti SOD2 antitelo su nabavljeni od Santa Cruz 

Biotechnology, Inc, Kalifornija, SAD. Za vizuelizaciju je korišćen En Vision Dual Link 
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System-HRP (DAKO) koji sadrži sekundarna antitela (prema primarnim mišjim i zečijim 

antitelima) konjugovana sa peroksidazom rena (horseradish peroxidase, HRP). Nakon 

reakcije sa sekundarnim antitelima sledila je inkubacija (10 minuta) sa 3,3’-

diaminobenzidinom (DAB) koji je hromogeni supstrat za peroksidazu, što dovodi do 

pojave precipitata braon boje na mestu prisustva antigena. Obojeni isečci su analizirani 

svetlosnom mikroskopijom  uz pomoć softvera ImageJ.  

 

3.6.  Statistička analiza 

 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standarna greška. Poređenje dobijenih 

rezultata između kontrolne i pojedinih eksperimentalnih rezultata vršeno je pomoću 

programa Statistica StatSoft, odgovarajućim statističkim testovima, pre svega 

jednofaktorskom analizom varijanse - univarijantna analiza ispitivanja uticaja odabranog 

prediktora za zavisnu varijablu – ANOVA praćenom Bonfferini testom. Podaci za pojedine 

parametre su podvrgnuti T testu za dva nezavisna uzorka. Grafički prikaz je urađen u 

programu OriginPro8. Statistička značajnost definisana je na nivou verovatnoće nulte 

hipoteze od p ≤ 0.05.   
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Tokom laboratorijskog istraživanja 10 od 30 džerbila tretiranih dozom LD50, 4 od  

30 životinja tertiranih dozom  LD25,   kao i 2 od 10 životinja tretiranih subakutno dozom od 

LD10 je egzitiralo. Letalni ishod u eksperimentalnih životinja je bio u skladu sa 

primenjenom dozom Al. Aktivnost AChE, SOD i CAT, kao i nivo lipidnih peroksida 

(MDA) odredjivani su u sinaptozomalnoj frakciji, dok je COX aktivnost merena u 

mitohondrijalnoj frakciji. S obzirom da statističkom analizom nisu uočene signifikantno 

značajne razlike izmedju pojedinačnih kontrolnih grupa životinja, u rezultatima su dobijene 

vrednosti prikazane kao srednja vrednost ± standardna greška ( SEM ) za četrdeset 

kontrolnih životinja.  

 

4.1.Uticaj ingestije Al na aktivnost  AChE  

 

Promene aktivnosti AChE nakon akutne ili subakutne ingestije Al u ispitivanim 

moždanim strukturama džerbila prikazane su na Grafikonu 1. Istraživanje je pokazalo da je 

aktivnost AChE signifikantno niža u svim ispitivanim moždanim strukturama životinja 

izloženih dejstvu ingestiranog aluminijuma u poredjenju sa kontrolama. U slučaju akutnog 

trovanja značajne promene nastaju rano, 2 h nakon aplikacije Al i održavaju se nakon 6 i 24 

h. U periodu od 24 h časa po administraciji Al, izmerena aktivnost AChE je bila nešto viša 

u odnosu na 6h ali i dalje signifikantno niža u komaparciji sa kontrolnom grupom u svim 

izučavanim strukturama mozga osim u korteksu. Tokom ukupnog perioda praćenja 

promene enzimske aktivnosti nisu zavisile od administrirane doze Al. Pad aktivnosti AChE  

opserviran je i nakon subakutnog tretiranja Al u svim ispitivanim moždanim strukturama 

(Grafik 1). 
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Grafik 1. Acetilcholinesterazna (AChE) aktivnost u neprečišćenoj sinaptozomalnoj 

frakciji korteksa, hipokampusa, talamusa i nc. caudatus-a u kontrolnoj grupi i u grupama 

eksperimentalnih životinja tretiranih sa  AlCl3x6H20 (LD25, LD50 i LD10), 2, 6, 24 časa 

nakon akutnog trovanja i 21 dan nakon subakutnog trovanja. Vrednosti su reprezentovane u 

formi srednja vrednost ± S.E.M za metodološki definsani broj životinja. *P<0.05 vs. 

kontrole 
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4.2. Uticaj ingestije Al na aktivnost SOD i produkciju O
2−

  

 

Promene aktivnosti ukupne SOD nakon akutne ili subakutne ingestije Al u 

ispitivanim moždanim strukturama džerbila prikazane su na Grafikonu 2. Dva časa nakon 

akutnog trovanja Al, uočavaju se statistički značajne promene aktivnosti enzima u 

poredjenju sa kontrolnom grupom samo u strukturama nc. caudatus-a nakon ingestije doze 

od LD25. Šest časova po akutnom tretmanu, aktivnost ukupne SOD pokazuje signifikantni 

porast u svim moždanim strukturama životinja tretiranih dozom Al LD25 u poredjenju sa 

kontrolama. Sličan obrazac aktivnosti enzim pokazuje u slučaju trovanja dozom LD50 samo 

u hipokampalnim strukturama. Najizrazitiji porast aktivnosti SOD uočava se 24 h nakon 

akutnog tretiranja životinja Al. Sličan obrazac značajno povišene enzimske aktivnosti 

prisutan je u svim ispitivanim moždanim strukturama tretiranih životinja i nakon 

subakutnog trovanja Al (Grafik 2). 
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Grafik 2. Superoksid dismutazana (SOD) aktivnost u neprečišćenoj sinaptozomalnoj 

frakciji korteksa, hipokampusa, talamusa i nc. caudatus-a u kontrolnoj grupi i u grupama 

eksperimentalnih životinja tretiranih sa AlCl3x6H20 (LD25, LD50 i LD10), 2, 6, 24 časa 

nakon akutnog trovanja i 21 dan nakon subakutnog trovanja. Vrednosti su reprezentovane u 

formi srednja vrednost ± S.E.M za metodološki definsani broj životinja. *P<0.05 vs. 

kontrole 
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Promene u produkciji O2
−
 (tabela 1) korespondiraju sa promenama u aktivnosti 

ukupne SOD. Porast produkcije superanjona udružen je sa sledstvenim porastom enzimske 

aktivnosti u neprečišćenoj sinaptozomalnoj frakciji ispitivanih moždanih struktura tretiranih 

Al. Nakon aplikacije Al u dozi od LD25  beleži se porast O2
−
u prvih

 
 2 h i održava se i u 

narednih 6 h. U narednih 24 h vrednosti superoksidnog anjona su bliske normalnim 

vrednostima kada se upravo registruje maksimalna aktivnost ukupne SOD. Sličnan sled 

dogadjanja prisutan je i u slučaju administracije Al u dozi  LD50 . Primećuje se signifikantno 

značajan porast O2
−
 koji se uočava već po isteku 2 h u korteksu i nakon 6 časova u drugim 

ispitivanim strukturama u poredjenu sa kontrolnom grupom životinja. Po  subakutnom 

trovanju nivoi  O2
−
 rastu u svim analiziranim moždanim strukturama. 
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Tabela 1. Koncentracija O2
-
 u neprečišćenoj sinaptozomalnoj frakciji korteksa, 

hipokampusa, talamusa i nc. caudatus-a u kontrolnoj grupi i u grupama eksperimentalnih 

životinja tretiranih sa AlCl3x6H20 (LD25, LD50 i LD10), 2, 6, 24 časa nakon akutnog 

trovanja i 21 dan nakon subakutnog trovanja. Vrednosti su reprezentovane u formi srednja 

vrednost ± S.E.M za metodološki definsani broj životinja. *P<0.05 vs. kontrole. 

 

 

 Koncentracija  superoksidnog anjona   

(μmol NBT/mg proteina) 

 N Koretks Hipokampus Talamus Nc. 

Caudatus 

Kontrole  40   16.9 ± 1.3     19.5 ±1.6   17.1 ± 1.6   19.4 ± 0.8 

LD25 2h 9 25.5 ± 1.8 * 28.8 ± 2.5 * 21.9 ± 1.3 * 23.1 ± 1.4 * 

LD25 6h 9 24.8 ± 1.9 * 25.1 ± 1.0 * 22.5 ± 1.6 * 23.8 ± 1.5 * 

LD25 24h 8   19.4 ± 2.5   17.9 ± 1.0   16.9 ± 1.6   16.7 ± 1.1 

LD50 2h 7 22.5 ± 1.2 *   16.5 ± 0.7    16.6 ± 2.4   18.0 ± 1.7 

LD50 6h 7   15.1 ± 1.1 27.1 ± 2.1 * 25.3 ± 3.4 * 23.1 ± 1.5 * 

LD50 24h 6   16.5 ± 1.5   18.3 ± 1.1   16.6 ±1.2   19.9 ± 1.7 

LD10  8 24.7 ± 2.2 * 25.1 ± 1.2 * 23.7 ± 1.9 * 25.6 ± 1.4 * 
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4.3.Uticaj ingestije  Al na aktivnost  CAT 

 

Uticaj ingestiranog Al na promene aktivnosti enzima CAT prezentovane su na 

Grafikonu 3. Akutna administracija Al izaziva značajne, strukturno specifične promene u 

aktivnosti CAT u ispitivanim moždanim strukturama. Dva časa nakon akutnog trovanja 

aktivnost ovog enzima beleži porast u koretksu i hipokampusu, nasuprot tome u talamusu  i 

nc. caudatus-u registruje se pad aktivnosti u obe doze aplikovanog Al. Šest časova po 

ingestiji Al aktivnost CAT opada u svim strukturama, izuzev u hipokampusu u dozi  LD25  

gde je i dalje prisutna povišena enzimska aktivnost. Promene su izraženije nakon 

administracije Al u dozi od LD50. Dvadeset i četiri časa nakon trovanja statistički značajan 

porast CAT aktivnosti prisutan je u korteksu i talamusu, a pad u hipokampusu i nc. 

caudatus-u nakon davanja doze od LD25. U istom vremenskom intervalu, 24 h po aplikaciji 

Al u dozi od LD50 CAT aktivnost je nepromenjena u korteksu, beleži porast u hipokampusu 

i pad u talamusu i nc. caudatus-u. Nasuprot strukturno specifičnim promenama aktivnosti 

enzima u akutnom trovanju, subakutno trovanje sa Al u dozi od LD10 provocira pad 

aktivnosti enzima CAT u svim ispitivanim moždanim strukturama izuzev hipokampusa, 

gde vrednost ostaje nepromenjena u poredjenju sa kontrolnom (Grafik 3). 
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Grafik 3. Katalazna (CAT) aktivnost u neprečišćenoj sinaptozomalnoj frakciji 

korteksa, hipokampusa, talamusa i nc. caudatus-a u kontrolnoj grupi i u grupama 

eksperimentalnih životinja tretiranih sa AlCl3x6H20 (LD25, LD50 i LD10), 2, 6, 24 časa 

nakon akutnog trovanja i 21 dan nakon subakutnog trovanja. Vrednosti su reprezentovane u 

formi srednja vrednost ± S.E.M za metodološki  definsani broj životinja. *P<0.05 vs. 

kontrole 
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4.4. Uticaj ingestije Al na vrednosti  MDA i SH grupa  

 

Obim  lipidne peroksidacije nakon akutnog trovanja AlCl3, predstavljen je 

vrednošću nivoa MDA i prikazan na Grafiku 4, dok je obim proteinske oksidacije meren 

vrednostima nivoa SH grupa i prikazan na Grafiku 5. Signifikantno značajan porast MDA i 

prateći pad koncentracije SH grupa registruje se u korteksu, hipokampusu, talamusu i nc. 

caudatus-u  već nakon dva časa po administraciji Al i to u obe aplikovane doze. Vrednosti, 

na dalje, rastu nakon 6 i 24 h i statistički značajno povećanje je prisutno u svim ispitivanim 

moždanim strukturama u poredjenju sa kontrolama. Vrednosti nivoa MDA pokazuju, 

takodje, signifikantan  porast nakon subakutnog trovanja u svim tretiranim moždanim 

strukturama, dok se za vrednosti SH grupa uočava značajan pad u poredjenju sa kontrolama 

(Grafik 4 i 5). 
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Grafik 4. Nivo lipidnih peroksida (MDA) u neprečišćenoj sinaptozomalnoj frakciji 

korteksa, hipokampusa, talamusa i nc. caudatus-a u kontrolnoj grupi i u grupama 

eksperimentalnih životinja tretiranih sa AlCl3x6H20 (LD25, LD50 i LD10), 2, 6, 24 časa 

nakon akutnog trovanja i 21 dan nakon subakutnog trovanja. Vrednosti su reprezentovane u 

formi srednja vrednost ± S.E.M za metodološki  definsani broj životinja. *P<0.05 vs. 

kontrole 
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Grafik 5. Koncentracija SH grupa u neprečišćenoj sinaptozomalnoj frakciji 

korteksa, hipokampusa, talamusa i nc. caudatus-a u kontrolnoj grupi i u grupama 

eksperimentalnih životinja tretiranih sa AlCl3x6H20 (LD25, LD50 i LD10), 2, 6, 24 časa 

nakon akutnog trovanja i 21 dan nakon subakutnog trovanja. Vrednosti su reprezentovane u 

formi srednja vrednost ± S.E.M za metodološki definsani broj životinja. *P<0.05 vs. 

kontrole 
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4.5. Uticaj ingestije Al na aktivnost COX i Kompleksa I   

 

COX aktivnost u različitim moždanim strukturama džerbila izloženih akutnom i 

subakutnom trovanju Al prezentovana je na grafiku 6. Dva časa nakon trovanja COX 

aktivnost u koretksu i nc. caudatus-u se ne registruju promene u enzimskoj aktivnosti dok 

se u hipokampusu i talamusu uočava pad. Šest časova nakon ingestije Al, aktivnost enzima  

COX pokazuje porast vrednosti u svim moždanim strukturama nakon aplikacije Al u dozi 

LD25. Nakon administracije Al u dozi LD50 primetan je porast enzimske aktivnosti u  

talamusu i nc. caudatus-u, a pad u korteksu. Dvadeset i četiri časa po tretmanu Al u dozi od  

LD25  opservira se i dalje porsat COX aktivnosti  u korteksu i talamusu u poredjenju sa 

kontrolama, a pad u hipokampusu and nc. caudatus-u. Medjutim, u istoj vremenskoj 

odrednici nakon aplikacije doze Al LD50 zabeležen je pad COX aktivnosti u svim 

moždanim strukturama izuzev korteksu u kom se ne uočavaju promene. Tokom subakutnog 

trovanja Al opservira se deplecija u aktivnosti COX enzima u poredjenju sa kontrolama u 

svim ispitivanim moždanim strukturama. 
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Grafik 6. Citohrom C oksidazna (COX) aktivnost u neprečeišćenoj mitohondrijalnoj 

frakciji korteksa, hipokampusa, talamusa i nc. caudatus-a u kontrolnoj grupi i u grupama 

eksperimentalnih životinja tretiranih sa AlCl3x6H20 (LD25, LD50 i LD10), 2, 6, 24 časa 

nakon akutnog trovanja i 21 dan nakon subakutnog trovanja. Vrednosti su reprezentovane u 

formi srednja vrednost ± S.E.M za metodološki definsani broj životinja. *P<0.05 vs. 

kontrole. 
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 Aktivnost Kompleksa I prezentovana je u Tabeli 2.Akutno i subakutno trovanje Al 

ne uzrokuje signifikantne promene u aktivnosti ovog segmenta respiratornog lanca u 

poredjenju sa kontrolnom grupom životinja. 

Tabela 2. Aktivnost Kompleksa I  u mitohondrijalnoj frakciji različitih moždanih regiona. 

Rezultaiti su prikazani kao srednja vrednost ± SEM 

 

 

 

 

 

  Aktivnost  Kompleksa I 

U/mg 

 N Korteks Hipokampus Talamus Nc. 

Caudatus 

Kontrole  40 37.9 ± 1.5 23.3 ± 2.1 23.5 ± 1.5 23.0 ± 2.0 

LD25 2h 9 32.7 ± 2.0 24.6 ± 2.2 26.1 ± 1.7 28.5 ± 2.4 

LD25 6h 9 38.0 ± 4.9 25.3 ± 2.8 24.3 ± 1.9 21.7 ± 3.0 

LD25 24h 8 35.0 ± 2.9 27.7 ± 1.9 24.3 ± 1.9 20.7 ± 0.7 

LD50 2h 7 31.6 ± 1.0 29.4 ± 2.3 18.8 ± 1.4 28.5 ± 2.6 

LD50 6h 7 34.6 ± 3.0 28.3 ± 3.2 24.5 ± 2.5 21.6 ± 2.7 

LD50 24h 6 32.8 ± 2.5 25.6 ± 4.1 21.6 ± 3.2 26.5 ± 2.3 

LD10  8 33.0 ± 1.2 25.2 ± 2.6 25.0 ± 2.9 27.4 ± 3.1 
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4.6 . Uticaj ingestije Al na ekspresiju amiloida 

 

Tehnikom Western blota odredjivana je ekspesije ukupnog amiloda β u 

kortikalanim i hipokampalnim neuronima subakutno tretiranih životinja AlCl3 u dozi od 

LD10. Rezultati su  pokazali su da ne postoji statistički značajana razlika u poredjenju sa 

kontrolama. 

Grafik 7. Ekspresija amiloida u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj grupi i u grupi 

eksperimentalnih životinja tretiranih sa  AlCl3x6H20 u dozi od LD10  nakon subakutnog 

trovanja 21 dan. Prikazan je reprezentativni imunoblot i odgovarajući grafik dobijen 

analizom gela. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ±SD. *p<0,05 
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4.7.  Uticaj ingestije Al na ekspresiju β amiloida u mozgu džerbila 

 

4.7.1. Efekat subakutne primene Al na ekspresiju β amiloida u korteksu džerbila 

Imunohistohemijski preparati korteksa džerbila prikazani su na slici 4. Na slici 4(a) 

je preparat korteksa džerbila kontrolne grupe tretirane natrijum hloridom (n=5), gde se ne 

primećuju agregati β amiloida. Na slici 4(b) je preparat korteksa džerbila tretiranih 

aluminijumom (n=5), gde se uočavaju agregati β amiloida. 

 

       (a) kontrola                                 (b) AlCl3   

Slika 4. Efekat subakutne primene Al3 na ekspresiju β amiloida u korteksu džerbila         

Imunohistohemijsko bojenje korteksa džerbila tretiranih (a) NaCl i (b) AlCl3x6H20 u dozi 

od LD10 nakon subakutnog trovanja 21 dan. Korišćeno anti-β amiloid antitelo (zečje, 

poliklonalno anti-β amiloid antitelo, Abcam, UK) 
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4.7.2. Efekat subakutne primene Al  na ekspresiju β amiloida  u hipokampusu džerbila 

 

Imunohistohemijski preparati hipokampusa džerbila prikazani su na slici 5. Na slici 

5(a) je preparat hipokampusa džerbila kontrolne grupe tretirane natrijum hloridom (n=5), 

gde se ne primećuju agregati β amiloida. Na slici 5(b) je preparat tkiva korteksa džerbila 

tretiranih aluminijumom (n=5) na kome se uočava prisustvo agregata β amiloida. 

 

 

(a) kontrola      (b) AlCl3  

Slika 5. Efekat subakutne primene Al  na ekspresiju  β amiloida  u hipokampusu 

džerbila 

Imunohistohemijsko bojenje hipokampusa džerbila tretiranih (a) NaCl i (b) AlCl3x6H20 u 

dozi od LD10 nakon subakutnog trovanja 21 dan. Korišćeno anti-β amiloid antitelo (zečje, 

poliklonalno anti-β amiloid antitelo, Abcam, UK) 
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4.8. Uticaj ingestije Al na ekspresiju enzima NADPH oksidaze  

(subjedinice: p22
phox

,p91
phox

,p47
phox

 i p67
phox

) 

 

Tehnikom Western blot-a odredjivana je ekspesija pojedinih subjedinica NADPH 

oksidaze nakon subakutnog tretmana eksperimentalnih životinja AlCl3 u dozi od LD10, 

tokom 21 dan. Rezultati pokazuju na subjedinične i strukturalne specifičnosti. Nakon 

subakutnog tretmana sa Al, u kortikalnim strukturama uočava se statistički značajno 

povećanja ekspresije membranskih subjedinica NOX2 odnosno, p22
phox

 i gp91
phox

 

subjedinice (Grafik 8 i 9). U hipokampalnim strukturama ekspresija ovih subjedinica je 

snižena, što ukazuje na izvesnu strukturnu specifičnost. Ekspresija citosolnih subjedinica, 

p67
phox

 i p47
phox

,  u hipokampusu je snižena u poredjenju sa kontrolnom grupom (Grafik 10 

i 11). U korteksu se beleži statistički značajna povišena ekspresija za p67
phox

. 
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Grafik 8. Ekspresija NOX subjedinice p22
phox 

 u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj grupi 

i u grupi eksperimentalnih životinja tretiranih sa  AlCl3x6H20 u dozi od LD10 nakon 

subakutnog trovanja 21 dan. Prikazan je reprezentativni imunoblot i odgovarajući grafik 

dobijen analizom gela. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ±SD. *p<0,05 
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Grafik 9. Ekspresija NOX subjedinice p91
phox 

 u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj grupi 

i u grupi eksperimentalnih životinja tretiranih sa  AlCl3x6H20 u dozi od LD10 nakon 

subakutnog trovanja 21 dan. Prikazan je reprezentativni imunoblot i odgovarajući grafik 

dobijen analizom gela. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ±SD. *p<0,05 
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Grafik 10. Ekspresija NOX subjedinice p47
phox 

u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj 

grupi i u grupi eksperimentalnih životinja tretiranih sa  AlCl3x6H20 u dozi od LD10 nakon 

subakutnog trovanja 21 dan. Prikazan je reprezentativni imunoblot i odgovarajući grafik 

dobijen analizom gela. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ±SD. *p<0,05 
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Grafik 11.Ekspresija NOX subjedinice p67
phox

 u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj grupi 

i u grupi eksperimentalnih životinja tretiranih sa AlCl3x6H20 u dozi od LD10 nakon 

subakutnog trovanja 21 dan. Prikazan je reprezentativni imunoblot i odgovarajući grafik 

dobijen analizom gela. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ±SD. *p<0,05 
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4.9.  Uticaj ingestije Al na ekspresiju enzima SOD1 i SOD2 

 

Tehnikom Western blot-a odredjivana je ekspesija enzima SOD1 i SOD2  nakon 

subakutnog tretmana eksperimentalnih životinja AlCl3 u dozi od LD10, tokom 21 dan. 

Rezultati ukazuju na prisustvo izoenzim i strukturno specifičnih promena. Citosolna SOD1 

manifestuje statistički značajno povišenu ekspresiju u kortikalnim strukturama u poredjenju 

sa kontrolnim vrednostima. U hipokampusu ekspresija SOD1 je snižena u poredjenju sa 

kontrolnim vrednostima (Grafik 12). 

Nasuprot tome, mitohondrijalna SOD2 u korteksu ne pokazuje značajno povišenu 

ekspresiju u odnosu na kontrolne životinje, dok se u hipokampalnoj strukturi uočava   

statistički značajna povećanje ekspresije (Grafik 13).  
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Grafik 12. Ekspresija enzima SOD1
 
 u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj grupi i u grupi 

eksperimentalnih životinja tretiranih sa AlCl3x6H20 u dozi od LD10 nakon subakutnog 

trovanja 21 dan. Prikazan je reprezentativni imunoblot i odgovarajući grafik dobijen 

analizom gela. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ±SD. *p<0,05 
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Grafik 13. Ekspresija enzima SOD2
 
 u korteksu i hipokampusu u kontrolnoj grupi i u grupi 

eksperimentalnih životinja tretiranih sa AlCl3x6H20 u dozi odLD10 nakon subakutnog 

trovanja 21 dan. Prikazan je reprezentativni imunoblot i odgovarajući grafik dobijen 

analizom gela. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ±SD. *p<0,05 
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Alchajmerova bolest je progresivno neurodegenerativno oboljenje i ujedno, najčešći 

uzročnik demencija u humanoj populaciji. Kliničke karakteristike, koje determinišu ovu 

bolest,  jesu kompromitacija pamćenja, kognitivna i bihejvioralna deterioracija koji dovode 

do poteškoća u kvalitetu života obolelih i diskonforta njihovih porodica. Osnovna varijabla 

u determinaciji AB je starenje populacije, stoga se procenjuje, da će 2050. godine, broj 

obolelih biti učetvorostručen (Brookmeyer i sar., 2007). 

Senilni plakovi i neurofibrilarna klubad (NFT) su predominatne morfološke 

karakterstike AB. Kao najvulnerabilnije moždane strukture obolelih od AB označeni su 

entorinalni korteks i neokorteks, hipokampus, basal forebrain, amigdala (Alud i sar., 2002). 

Poznato je da postoji izvestan hijerarhijski obrazac akumulacije NFT u vulnerabilnim 

neuronima. Najpre se ove promene zapažaju u medijalnom temporalnom lobusu, preciznije 

II sloju hipokamusa i etnorinalnom korteksu, a potom se šire na limbički sistem i 

asocijativna područja temporalnog, parijatelnog i frontalnog korteksa (Frost i sar., 2009). 

Savremena shvatanja patofizioloških promena u AB sugerišu da postoji povezanost izmedju 

Aβ koji može uticati na formiranje tau proteina i vice versa, tau može posredovati u 

toksičnosti Aβ (Duan i sar., 2012). Ovu pretpostavku potkrepljuje i studija koje je 

prezentovala sinergističko dejstvo Aβ i tau proteina na disbalans mitohondrijalnog 

metabolizma na modelu Alchajmerove bolesti sa  tripl-transgenim miševima (Rhein i sar., 

2009).  

Neuropatološke karakteristike AB uključuju niz patognomoničnih dogadjaja u CNS 

kao što su: kortikalna i subkortikalna atrofija, formiranje intraneuroalnih fibrilarnih klubadi, 

depozicija amiloid beta peptida i neuronskih plakova, gubitak sinaptičke transmisije, 

oksidativni stres i apoptozu, koji dovode do smrti ćelije (Gupta et al., 2005; Hirata-Fukae et 

al., 2008). Ove promene mahom su opisane u kortikalnim i hipokampalnim regionima 

obolelih od AB.Takodje je ustanovljeno, na osnovu brojnih epidemioloških istraživanja, da 

je upravo centralni nervni sistem ciljni organ za neurotoksične efekte aluminijuma za koji 

se predpostavlja da može igrati važnu ulogu u patogenezi AB (Kawahara, 2005; 

Shcherbatykh i Carpenter, 2007). 
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U saglasnosti sa podacima iz literature je koncipirano naše istraživanje u kom su 

ciljane morfološke strukture CNS-a, bile upravo korteks, hipokampus, talamus i nc. 

caudatus. U ovim strukturama je praćena promena enzimske aktivnosti i ekspresija 

amiloida i pojedinih enzima, nakon peroralne adminstracije Al, na modelu mongolskog 

džerbila.   

Brojna, do sada sprovedena istraživanja, nedvosmisleno su potvrdila da su 

jedinjenja aluminijuma neurotoksična i da mogu indukovati neurodegenartivne promene u 

eksperimentalnim uslovima, iako je sam patofiziološki mehanizam ostao do kraja 

nerasvetljen (Griffioen i sar., 2004; Bharathi i sar., 2008). Dokazano je da Al ima 

sposobnost da promoviše formiranje i akomulaciju β amiloida i hiperfosforilaciju tau 

proteina (Yumoto i sar., 2009). Nadalje, pokazano je da Al ima destabilišuću ulogu na 

ćelijsku membranu uključujući enzimske sisteme sa kojima ulazi u inerakciju i fosfolipidne 

proteine sa kojima reaguje, menjajući na taj način fluidnost ćelijskog omotača (Jovanović i 

sar., 2006). 

U prethodnim istraživanjima uloga Al ispitivana je sa različitih aspekata i 

proučavana je kauzalna povezanost sa Alchajmerovom bolešću. Hronična aplikacija  Al 

izazaiva akumulaciju Aβ proteina u kulturi  kortikalnih neurona  pacova  (Kawahara i sar., 

2001) i u ćelijima neuroblastoma  (Campbell  i sar., 2000). Dokazano je da Al facilitira Aβ 

fluks kroz krvno-moždanu barijeru (Yokel i Florence, 2006), pospešuje percipitaciju β-

polimera (Exley, 2006), indukuje granulovakuolarnu degeneraciju (Walton, 2007) i 

formiranje i rast neurofibrilarne klubadi (Walton,  2010). Takodje je dokazana uloga Al u 

regulaciji genske ekspresije amiloid ß prekursorskog proteina. (AßPP) (Walton i  Wang, 

2009) i alteraciji hidrofobne ekspozicije koja dovodi do destabilizacije inicijalne Aβ 

konformacije (Chen et al., 2011). Ova istraživanja sugerišu direktnu toksičnost Al u 

pojedinim intracelularnim dogadjanjima (Kaneko i sar., 2007). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Walton%20JR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Walton%20JR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20MX%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20MX%22%5BAuthor%5D
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Uloga enzima AChE je da katalizuje degradaciju acetil-holina (ACh) i sama po sebi  

predstavlja pogodan marker za ispitivanje funkcionisanja holinergičkog sistema u 

istraživanjima (Zatta et al., 2002). Holinesteraze čine familiju enzimskih proteina koje su 

široko rasporostranjene u neuralnim završecima, ali i van njih, u drugim tkivima. Već je 

napomenuto da je in vivo i epidemiološkim studijama dokazana izvesna povezanost 

izmedju  akumulacije aluminijuma u mozgu i Alchajmerove bolesti. U razvoju patološkog 

supstrata, u okviru ove demencije, pretpostavljeno je da Al utiče na različite biohemijske 

procese uključujući metabolizam acetilholina. Rezultati Zatte i sar. (2002) na modelu 

miševa in vivo, su pokazali da se nakon per os tretmana aluminijum laktatom i aluminijum 

hloridom tokom tri meseca, regustruje povišena aktivnost AChE u moždanom homogenatu 

tretiranih životinja. Sličan efekat primećen je pri ispitivanju in vitro, kada su aluminijova 

jedinjena dodavana direktno u moždane homogenate eksperimentalnih životinja (Zatta i 

sar., 2002). 

Studija bazirana na pozitronskoj emisionoj tomografiji (PET Scan) kortiklane AChE 

aktivnosti, pokazala je in vivo redukciju enzimske aktivnosti u manifestnoj formi AB kao i 

u nekoliko slučajeva umerenog kognitivnog poremećaja (Herholz, 2008). U našim 

prethodnim istraživanjima značajna redukcija AChE zabeležena je u moždanim 

strukturama džerbila tretiranih gavažom sa AlCl3 (LD50) u periodu praćenja od  24 do 96 

časova nakon akutnog trovanja (Mićić and Petronijević, 2000). 

U ovom istraživanju pokazali smo i nastanak brzih promena u aktivnosti AChE već 

dva časa nakon administracije Al. Opservirane promene perzistirale su tokom čitavog 

perioda praćenja nezavisno od administrirane doze Al. Dokazani porast aktivnosti AChE 

bio je prisutan nakon subakutnog izlaganja laboratorijskih životinja Al u svim ispitivanim 

moždanim strukturama. U aktulenom istraživanju, naši rezultati ukazuju da je u periodu od 

24 h časa po administraciji Al, aktivnost enzima AChE u ispitivanim strukturama globalno 

snižena u komparaciji sa kontrolnom grupom i tokom celokupnog perioda praćenja 

promena enzimska aktivnost nije zavisila od  administrirane doze Al. 
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 U saglasju sa našim rezultatima su i rezultati istraživanja u kome je dokazan 

signifikantan pad AChE aktivnosti u korteksu i strijatumu Wistar pacova nakon 

intrahipokampalnog tretmana AlCl3 (Stevanović et al., 2009). Na dalje, slični rezultati 

dobijeni su  u studiji Kajzera i saradnika (2008) kojom je dokazan značajn pad aktivnosti 

AChE nakon dugotrajne ekspozicije miševa tretiranih gavažom AlCl3 u dozi od 50mg/kg, u 

homogenatu  cerebeluma, hipokampusa i cerebralnog korteksa. Nedavna istraživanja o 

protektivnoj ulozi zelenog čaja, na neurotoksične promene izazvane injektiranjem AlCl3 u 

hipokampalni CA1 region pacova, pokazale su da se aktivnost AChE signifikntno menja. 

Nakon prvobitnog pada aktivnosti enzima,  tretman eksperimentalnih životinja ekstraktom 

zelenog čaja dovodi do oporavljanja aktivnosti AChE kao i poboljšanja u bihejviorlnom 

smislu pri vršenju odredjenih zadataka (Jelenković i sar., 2014). 

Skorašnja istraživanja aplikacije Al u hipokampalni region CA1 pacova dokazala su  

kognitivnu disfunkciju u eksperimentalnih životinja, koja je bila praćena značajnim padom 

aktivnosti enzima AChE i glukozo-6 fosfat dehidrogeneze (G6PDH), u regionima 

frontobazilarnog korteksa, hipokampusa i bazal forbrain-a obostrano (Jovanović i sar. 

2014). 

Dosadašnja istraživanja potkrepila su pretpostavke, da se promene u AChE 

aktivnosti vidjene nakon ekspozicije Al, posledica moguće alosteričke interakcije izmedju 

katjona i perifernog anjonskog mesta enzima (Gulya i sar., 1990) ili su vezane za izvesne 

modifikacije lipidne membrane (Kaizer i sar., 2005). 

Uloga SOD u patogenezi AB očigledno je predmet dugih kontraverzi u naučnim 

istraživanjima. Neke ranije studije su pokazale pad aktivnosti SOD u pacijenta obolelih od 

Alchajmerove bolesti (Richardson, 1993), dok su druge pokazale umereni porast aktivnosti 

u nc. caudatus-u AB pacijenta (Marklund i sar., 1985). 

Superoksid dizmutaza (SOD) je familija metaloenzima koji aktivno učestvuje u 

eleminaciji superoksid anjona. Determinisane su tri različite forme SOD u zavisnosti od 

vezujućeg metalnog kofaktora: (1)  Cu,Zn-SOD, (2) Fe,Mn-SOD i (3) Ni-SOD. Cu,Zn-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kaizer%20RR%22%5BAuthor%5D
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SOD, je mahom citoplazmatski enzim, ali se u malim količinama može naći i u ćelijskoj 

membrani, jedru i intermembranskom prostoru mitohondrija i ekstracelularnom prostoru. 

Prisutna je u u svih eukariota i u svim humanim tkivima, a posebno visoku aktivnost 

pokazuje u mozgu, nadbubrežnim žlezdama, jetri, srcu i bubrezima. Katalitička aktivnost 

enzima vezana je za bakar, dok cink stabilizuje prostornu konfiguraciju enzima. Enzim je 

dimer, osetljiv je na delovanje cijanida, a mehanizam inaktivacije je zasnovan na vezivanju 

i odstranjenju bakra iz aktivnog centra. U humanom organizmu ali i u sisara označava se i 

kao SOD1 i kao takva lokalizovana je isključivo u citoplazmi. Kao SOD3  obeležava se 

ekstracelularna forma ovog enzima. Ekstracelularna SOD3 je prisutna u medjućelijskom 

prostoru i ekstracelularnoj tečnosti. To je sekretorni enzim, tetramer čiji aktivni centar čine 

joni bakra. Po strukturi je glikoprotein. 

 Mn zavisna SOD je lokalizovana je isključivo u matriksu mitohondrija. Prisutna je 

u mnogim ćelijama čovečijeg organizma. Čini skoro 60% ukupne ćelijske SOD, što je 

uzrokovano dvostuko većom koncentracijom 
.
O2

-
 u mitohondrijama u odnosu na 

citoplazmu. Ova jedinstvena subcelularna distribucija SOD obezbedjuje adekvatnu zaštitu 

od 
.
O2

-
 pod fiziološkim uslovima. Obeležava se i kao SOD2. Ni-SOD je prokaraiotski 

enzim.    

Superoksid dizmutaza konvertuje 
.
O2

-
 (u prisustvu supstrata koji obezbedjuju 

proton) u H2O2. Veruje se da su hidroksilni radikali jedni od pokretača oksidativnog 

oštećenja. Sa druge strane, superoksidni radikali su takodje biološki toksični produkti. 

Stoga se enzim SOD, sa opravdanim razlogom, smatra jednim od najpotentnijih 

antioksidantnih sistema i pogodnim markerom u ispitivanju promena koje prate oksidativni 

stres.  

Ranija istraživanja su potvrdila povšene vrednosti aktivnosti SOD u pacijenta koji 

boluju u demencije (de Lustig i sar., 1993). Rezultati naših prethodnih istraživanja (Mićić i 

sar., 2003) su pokazali signifikantni bifazni porast aktivnosti SOD u moždanim strukturama 

mongolskih džerbila 24 i 96 časova nakon LD50 administracije soli aluminijum hlorida. U 



63 

 

ovom istraživanju, dva časa nakon akutne ingestije Al, registruju se najpre diskretne 

promne u aktivnosti SOD i to samo u nc. caudatus-u. U narednom periodu u dozi od LD25, 

enzimska SOD aktivnost pokazuje signifikantan porast u odnosu na kontrole, koji je 

osobito izražen 24 h po ingestiji. Porast aktivnosti SOD verifikovan je u svim ispitivanim 

moždanim strukturama i po subakutnom trovanju aluminijumom. 

Naši rezultati koreliraju sa istraživanjem Resendea i sar. (2008) koji su u svoj studiji 

objavili značajan porast aktivnosti SOD i glutation peroksidaze (GPx) kao i vrednosti 

lipidnih peroksida u mozgu trostruko-transgenih miševa korišćenih kao model za AB. U 

svom radu autori su opisali proces alteracije tokom Aβ oligomerizacijskog perioda, koja 

prethodi pojavi Aβ plakova i neurofibrilarnih klubadi (Resende i sar., 2008). Nadalje, autori 

Ansari i Scheff (2010) publikovali su istraživanje u kom su dokazali korelaciju izmedju 

postignuća na kognitivnom testu Mini Mental Status (MMS) i značajnog pada 

antioksidanasa, poput enzima ukupne SOD u humanom materijalu. Istraživanje je 

obuhvatilo pacijente sa umerenom ili razvijenom formom AB koji su skorovani MMS dok 

je biohemijsko istraživanje obuhvatilo odredjivanje nivoa enzima u postmortem u 

prefrtontalnom korteksu. Pretpostavlja se da bi porast aktivnosti SOD mogao biti rani 

pokazatelj AB nakon čega sledi konsekutivni pad u aktivnosti enzima kako proces 

demencije napreduje ka razvijenijoj formi.  

Rezultati nedavno objavljene studije o uticaju ekstrakta zelenog čaja kao protektora 

CNS ukazuju da se kinetika SOD u cerebelumu, korteksu i bazalnim ganglijama pacova 

prethodno tretiranih AlCl3 znatno oporavlja nakon prvobitne deplecije enzimske aktivnosti 

(Jelenković i sar., 2014). Ovi rezultati sugerišu ranije pretpostavljen benefit u konzumiranju 

zelenog čaja na mogući razvoj Alchajmerove bolesti. Dokazano je da gen s2070424 koji 

determiniše SOD1 i njegov polimorfizam pretstavlja riziko faktor u pojedinim populacijama 

stanovništva za nastanak AB (Spisak i sar., 2014). 
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Rezultati našeg istraživanja potvrdili su da se već nakon 2 časa po akutnom trovanju 

Al, uočavaju prominenetne i statistički značajne promene aktivnosti enzima u poredjenju sa 

kontrolnom grupom, a nakon 6 časova SOD prisutan je signifikantni porast u svim 

moždanim strukturama životinja tretiranih LD25 u poredjenju sa kontralnom grupom 

životinja. Porast produkcije anjona O2
-
 korespondira sa promenama vezanim za aktivnost 

ukupne SOD.  

U ovom radu proučavanje ekspesije aktivnosti enzima SOD1 i SOD2  nakon 

subakutnog tretmana pokazuju na izoenzim specifične i strukturalne osobenosti. Citosolna 

SOD1 pokazuje statistički značajno povišenu ekspresiju u kortikalnim strukturama u 

poredjenju sa kontroloma. Nasuprot tome, mitohondrijalna SOD2 u korteksu ne pokazuje 

značajno povišenu enzimsku aktivnost u odnosu na kontrolne životinje, dok se u 

hipokampusu ekspresija enzima uočava u statistički značajnom porsatu. 

Izvesne studije su prezentovale specifičnosti u značaju  Mn-SOD u AB. Istraživanja 

vršena na transgenom AB modelu miševa ukršetnih sa SOD2+/- rezultirala su iniciranjem 

bihejvioralnog deficita ili senilnih plakova u eksperimentalnih životinja (Esposito i sar., 

2006;  Li i sar., 2004). Istraživanja Murakamija i Takahikoa (2012) prezentovala su uticaj 

SOD1 u progresiji AB. Superoksidni radikali u citoplazmi indukuju oligomerizaciju Aβ i 

rani kognitivni deficit u transgenih miševa Tg2576. Ova istraživanja su u saglasju sa našim  

aktuelnim rezultatima koji pokazuju porast SOD1 eksperesije u kortikalnim strukturama 

džerbila tretiranih tokom subakutnog trovanja 21 dan. Naša istraživanja nisu u kontradikciji 

ni sa implikacijama da se oksidativni stres moguće javlja primarno u citoplazmi pre no što 

mitohondrije budu zahvaćene (Marlatt i sar., 2004). 

Neke studije su implicirale prisustvo oksidativnog stresa u etipatologiji 

Alchajmerove bolesti kao primarni sled dogadjanja nakon kojih dolazi do pojave 

amiloidnih plakova (Pratico i sar., 2001; Pratico i sar., 2002).  
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Enzim katalaza ima ulogu katalizatora u reakciji razlaganja H2O2 na vodu i 

kiseonik. Katalaza se smatra jednim najoperativnijih enzimskih sistema u ljudskom 

organizmu jer jedan molekul ovog enzima može da konvertuje milione molekula hidrogen 

peroksida u sekundi. Ova velika efikasnost je izuzetno značajna za detoksikaciju H2O2 i 

sprečavanje stvaranja mehurića ugljen-dioksida u krvi. Aktivnost antioksidativnog enzima 

katalaze pokazuje specifičan obrazac promena u ispitivanim moždanim strukturama. 

Naši rezultati na osnovu ovog istraživanja ukazuju na rani porast enzimske 

aktivnosti CAT (2 časa nakon admistracije Al) zabležen  u korteksu i hipokampusu, dok je 

u istom vremenskom intervalu, opisan pad aktivnosti u talamusu i nc. caudatus-u. Uz 

izvesne oscilacije, obrazac aktivnosti CAT i prateće promene zabeležene su tokom čitavog 

perioda istraživanja. Ipak, u slučaju subakutnog tretiranja Al katalazna aktivnost pada u 

odnosu na kontrole, u svim ispitivanim moždanim strukturama izuzev u hipokampusu gde 

nisu zabeležene promene. 

Suštinski gledano, bazična uloga katalaze je da limitira toksični efekat hidrogen 

peroksida (H2O2) razlažući ga do produkata vode i kiseonika u svim aerobnim ćelijama 

(Mates, 2000). Kako su pokazali naši rezultati, SOD aktivnost raste nakon Al ingestije, a 

primetno je odsustvo promena ili pad CAT activnosti, stoga je očekivano nedovoljno 

uklanjanje H2O2. Uticaj Al na aktivnost CAT može se objasniti konformacijskim 

promenama na molekulu enzima CAT stvaranjem formacije CAT-Al
3+ 

komplex (Di i sar., 

2006).    

Promene svih enzimskih parametara u našoj studiji primetne su u svim ispitivanim 

strukturama. Mi se nismo bavili determinisanjem koncentracije aluminijuma u ispitivanim 

tkivima, ali je poznato da se Al mahom u moždanom tkivu prenosi putem transferinskog 

kompleksa (Roskamas i Connor, 1990). Istraživanja distribucije aluminijuma u različitim 

regionima mozga muških albino pacova tretiranih subakutno i hronično pokazuju da se ovaj 

metal rasporedjuje u svim regionima mozga sa maksimumom koncentracije u 

hipokampalnim područjima (Julka and Gill, 1996). Ovi autori su u svojoj studiji pokazali 
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da postoji gotovo 24 puta veća akumulacija Al u hipokampusu nakon hronične ekspozicije i 

oko 80 puta veća nakon subakutne ekspozicije u komparaciji sa kontrolama. Strukturna 

specifičnost i alteracija nekih antioksidativnih enzima je nadjena u mozgu mladunaca 

pacova tretiranih 14 dana AlCl3 u dozi od LD50 u hipokampusu, diencefalonu i 

cerebelumu.U navednim strukturama opisana je statistički značajan porast vrednosti 

aluminijuma i lipidnih peroksida u poredjenu sa kontrolama (Yuan i sar., 2012). U 

narednim istraživanjima bilo bi zanimljivo dati pojašnjenje šta je uzrok ovakve enzimske 

raznolikosti i strukturne specifičnosti. 

Ovo istraživanje registrovalo je porast nivoa lipidnih peroksida ubrzo, već dva časa 

nakon akutne ingestije Al (u obe ispitivane doze  LD25 i LD50 ) kao rani signal nastalog 

oksidativnog stresa u ispitivanim moždanim strukturama. U tom vremenskom periodu 

zabeležena je signifikantno izmenjena i strukturalno specifična aktivnost CAT dok su 

vrednosti SOD aktivnosti nepromenjen. Potencirana lipidna peroksidacija opisana je u 

moždanom tkivu i telesnim tečnostima obolelih od AB (Butterfiled i sar., 2002; Bassett i 

Montine, 2003; Keller i sar., 2005) dok su pojedine studije prezentovale stimulaciju lipidne 

peroksidacije dejstvom Al in vitro (Gutteridge i sar., 1985; Ohyashiki et al., 1998; 

Verstraeten i sar.,2008).   

Moždano tkivo je veoma osetljivo na poremećaj oksidacije svakako zato i što na 

njega otpada oko 20% ukupne oksigenacije organizma, kao i činjenice da su ćelijske 

membrane neurona sastavljene od polusaharizovanih masnih kiselina, zbog prisustva 

visokog sadržaja gvoždja i niske antioksidativne enzimske aktivnosti (Youdim, 1988). 

Nasuprot tome, aluminijum je mineral relativno niskog redox potencijala ali može 

indukovati oksidativno oštećenje putem različitih mehanizama. Moguće je njegovo 

vezivanje za negativno naelektrisane fosfolipide u ćelijskim membranama neurona i na taj 

način lako nastaje produkcija slobodnih radikala ( O2-, H2O2, OH˙i OH-) (Verstraeten i sar., 

1997). Aluminijum takodje, može ući u interakciju sa gvoždjem u stimulisanoj lipidnoj 

peroksidaciji u Fenton reakciju, koja izaziva produkciju slobodnih radikala i nastanak Fe
3+
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formacije. Superoksid (O2
˙-
) se neutrališe sa Al

3+
 u formu  Al-O2

˙-
 kompleksa, koji podiže 

oksidativni kapacitet  O2
˙-
 (Exley, 2004). 

Lipidna peroksidacija je jedan od centralnih dogadjaj u oksidativnom stersu i može 

se verifikovati različitim esejima uključujući kavantifikaciju peroksida i njegovih 

produkata. Malondialdehid (MDA) je jedan od krajnjih produkata lipidne peroksidacija i 

stoga pogodan parametar za praćenja stepena oštećenja. Brojne studije su pokazale porast 

lipdne peroksidacije u mozgu pacijenta obolelih od AB u komparaciji sa kontrolama. 

Casado i sar. (2008) su prezentovali rezultate u kojima potvrdjuju statistički značajnu 

razliku u vrednosti nivoa MDA u pacijenta sa Alchajmerovom demencijom i vakuolarnom 

demencijom u poredjenju sa kontrolama. Slična zapažanja nalazimo i u studiji koja 

potvrdjuje porast nivoa MDA sa starenjem u španskoj populaciji (Gil i sar., 2002), dok je u 

studiji  Zafrilla i sar., (2006) predočeno da je stepen lipidne peroksidacije u korelaciji sa 

stepenom progresije AB u pacijenta u komparaciji sa kontrolnom grupom. 

Stoga, je i u našem istraživanju, obim lipidne peroksidacije nakon trovanja Al, 

praćen merenjem nivoa MDA, dok je obim proteinske oksidacije meren vrednostima SH 

grupa. Rezultati su pokazali signifikantan porast MDA, u svim moždanim strukturama 

nakon akutne ingestije Al u obe ispitivane doze već u prvih dva časa po ingestiji. Vrednosti 

na dalje rastu nakon tokom narednih 24h i prisutne su u svim ispitivanim moždanim 

strukturama,  ststistički značajno više u poredjenju sa kontrolama. Rezultati su pokazali  da 

postoji signifikantan porast vrednosti MDA nakon subakutnog trovanja u svim tretiranim 

moždanim strukturama. Na osnovu dobijenih rezultata može se predpostaviti da se lipidna 

peroksidacija javlja kao rani pokazatelj akutnog trovanja Al i perzistira tokom subauktnog 

tertmana. 

Obim  oksidacije proteina praćen kroz vrednosti  SH grupa pokazuje značajan pad u 

poredjenju sa kontrolama nakon akutnog tertmana džerbila Al u obe ispitivane doze. Isti 

trend opadajuće aktivnosti zapažen je i nakon subakutnog trovanja u narednih 21 dan. Naši 

rezultati koreliraju sa istraživanjem na novozelendaskim zečevima koji su tertirani takodje 
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AlCl3 i u kojih je zapažen pad aktivnosti SH grupa i glutation transferaze (GST) u krvi 

tokom 16 nedelja tretmana (Yousef, 2004). 

Jedna od čestih postavki dosadašnjih istraživanja je hipoteza da je mitohondrijalna 

kompromitacija važan mehanizam u ranim fazama AB obzirom da je energetska deplecija  

karakteristična u mozgu obolelih od Alchajmerove demencije (Manczak i sar., 2004). 

Mitohondrijalni disbalans je jedan od predpostavljenih mehanizama koji dovode do 

patofizoloških promena u ranim stadijumima AB. 

Mitohondrijalna disfunkcija i osobito poremećaj aktivnosti COX, terminalnog 

enzima u elektronskom transportnom lancu mitohondrija, čini se da predstavlja vodeći 

generator u nastanku oksidativnog disbalansa. Enzim citohrom c oksidaza, odnosno 

Kompleks IV,  je značajan transmembranski proteinski kompleks koji je poslednji enzimski 

sistem u respiratornom lancu inkorporiran u mitohondrijalnoj membrani ćelija. Njegova 

uloga je je transport elektrona sa sva četiri citohrom c molekula i njihov prenos na molekul 

kiseonika pretvarajući ih u dva molekula vode. 

Naši,  nedavno objavljeni, rezulati ukazali su da oksidativni stres i promene u 

aktivnosti AChE nastaju vrlo brzo po akutnom izlaganju Al, a prate ih promene u COX 

aktivnosti koje se uočavaju nakon 6h (Vučetić i sar., 2013). U saglasnosti sa tim su i 

rezultati obuhvaćeni ovom studijom koja je  potvrdila nastanak oksidativnog stresa u svim 

moždanim strukturama ubrzo nakon akutnog izlaganja Al. Uočeno je strukturno specifična 

aktivnost enzima COX  prvih 2 h, što ukazuje da je enzimska aktivnost stabilna ubrzo 

nakon ingestije Al. Nadalje, promena enzimske aktivnosti se uočava u svim moždanim 

strukturama nakon aplikacije Al u dozi LD25 i isti trend povišene aktivnosti nastavlja se 

tokom prvog dana. Subakutno trovanje Al korelira sa padom u aktivnosti COX enzima u 

poredjenju sa kontrolama u svim ispitivanim moždanim strukturama. Ovi rezultati uklazuju 

na mogućnost da se enzimska aktivnost potencira nakon 6-24 h po akutnom tertiranju Al, 

ali se iscrpljuje nakon hronične ingestije Al toksina. Ovakvi rezultati ukazuju na mogući 

upliv drugog uzročnika nastanka slobodnih radikala u ispitivanim moždanim strukturama. 
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U saglasnosti sa našim rezultatima su i istraživanja koja su pokazala pad aktivnosti 

COX enzima u mozgu i trombocitima obolelih od AB  (Cardoso i sar., 2004; Blass i sar., 

2000). Eksperimentalne studije na modelu trostruko transgenih miševa za AB(3xTg-AB) su 

potvrdile sniženu ekspresiju COX u poredjenu sa kontrolama za uzrast od 9 meseci (Yao i 

sar., 2009). Prethodno objavljenja eksperimentalna istraživanja, na Wistar pacovima, su 

potvrdila pad COX aktivnosti po trodnevnom interhipokampalnom tretmanu AlCl3  u 

ispitivanim moždanim strukturama: korteksu hipokampusu i basal forbrain-u (Stevnović i 

sar., 2013). 

 Aktulena istraživanja potenciraju ulogu NADPH oxidase (NOX) u generisanju 

reaktivnih kiseoničnih radikala, tzv. slobodnih kiseoničnih radikala (eng.reactive oxygen 

species)  (ROS) (Sorce i Krause, 2009). NOX-zavisna ROS produkcija otkrivena je 

mikrogliji, astrocitima i neuronima. ROS se generišu mahom u kaskadnoj reakciji koja 

započinje produkcijom superoksida. Reaktivni slobodni radikali nastaju u lančanoj reakciji 

imaju duži poluživot i veći potencijal za oštećenje ćelija. Kiseonični slobodni radikali 

sadrže kiseonik i imaju sposobnost da oduzmu elektron iz mnoštva organskih i neorganskih 

molekula i atoma. U kiseonične radikale spadaju: superoksidni anjon (
.
O2

-
), perihidroksi 

radikal (HO2
-
), vodonik peroksid (H2O2), hidroksilni radikal (OH

.
), alkoksi radikal (RO

.
), 

peroksi radikal (ROO
.
), organski hidroperoksid (ROOH), singlet kiseonik i ekscitirani 

karbonil.  

Ekspresija NOX enzima u regionima CNS je veoma složena i predmet je 

mnogobrojnih istraživanja. Dokazano je, na humanom i eksperimentalnom materijalu, da je 

NOX2 prisutna u gotovo svim relavantnim strukturama mozga: u adultnom korteksu (Kim i 

sar., 2005; Infanger i sar., 2006; Ma i Zhou, 2006), corpusu calosumu i kičmenoj moždini 

(Green i sar., 2001), hipokamusu (Park i Jin, 2008) moždanom stablu i cerebelumu (Tejada-

Simon i sar., 2005), amigdalama, strijatumu i talamusu (Serrano i sar., 2003; Ma i Zhou, 

2006), hipotalamusu i Locus coeruleus  (Ye i sar., 2006). NOX2 enzimski kompleks 
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lokalizovan je intraceluarno i plazma membranski i katalizator je produkcije superoksida iz 

kiseoničnih radikala.  

Uloga NOX-a u procesu razvoja CNS-a i pri normalnoj ekspresiji obuhvata niz 

dogadjanja uključujući pre svega celularnu diferencijaciju, procese apoptoze, neuralnu 

signalizaciju, plastičnost moždanih struktura upliv u procese memorisanja i učenja (Quinn i 

Klann, 2005). Pri preteranoj ekspresiji, usled inflamacije ili povećanja aktivnosti, sa 

posledičnim porastom oksidativnog stresa, dolazi do disbalansa u produkciji superoksidnih 

radikala što je uočeno i u neurodegenerativnim oboljenjima  poput Alchajmerove bolesti 

(Wilkinson i Landreth, 2006). 

Poznato je da makrofagna fagocitna NOX2 kompleks i sastoji se od dva tipa 

subjedinica. Membranske integralne subjedinice i citosolne subjedinice. Membranski 

proteini, p22
phox

 i gp91
phox

,  se vezuju za katalitičku subjedinicu kompleksa, heterodimerni 

flavoprotein poznat i kao citochrome b558. Citosolne komponente ( p47
phox

, p67
phox

, 

p40
phox

 i Rac1) distribuirane su u citoplazmi. Dokazano je da se stimulacijom ove citosolne 

komponente aktivira  signalni obrazac, koji inicira translokaciju membranskih subjedinica i 

formiranje aktivnog  kompleksa (Bedard and Krause, 2007). 

 U AB senilni plakovi su okruženi aktiviranom mikroglijom koja reaguje 

proinflamatorno u odnosu na njih. Potvrdu hipoteze da je u AB prisutna pojačina aktivnost 

mikroglije potkrepljena je analizama mozga postmortem, koji jasno pokazuju udruženost 

izrazito aktivirane mikroglije i amiloidnih plakova i neurofibrilarne klubadi (Sasaki i sar., 

1997). Zapravo, istraživanja su potkrepila ove postavke procenivši da je mikroglijalna 

aktivacija rani marker u razvoju AB, pre oštećenje neurofibrila, što mikroglijalne ćelije čini 

važnim učesnikom u razvoju demencije kojoj doprinose (Cagnin i sar., 2001). 

 Mikroglijalne ćelije su glavni nosioci imunog odgovora u centralnom nervnom 

sistemu i kao takve odgovorne su što u kontaktu sa ekstracelularnim β amilodom reaguju 

preko svojih odbrambenih svojstava uključujući i NADPH oksidazne enzime (Wilkinson i 

Landreth, 2006). NOX2 kompleks je prepoznat kao glavni izvor ROS u AB (Qin et al., 
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2006). Nedavna istraživanja Ansari i Scheff (2011) pokazala su značajan porast NOX 

aktivnosti u pacijenta sa umerenim kognitivnim deficitom i razvijenom Alchajmerovom 

bolešću. Prethodna istraživanja su pokazala značajnu fiziološku funkciju NADPH oxidaze 

u ćelija sisara u modulaciji multiplih redoks senzitivnih unutarćelijskih obrazaca putem 

kojih se mogu generisati ROS molekuli (Bedard i Krause, 2007). 

 NADPH oxidaza/ROS-posredovano ćelijsko signaliziranje može se opisati kao 

celularni “alarm sistem” čini ćeliju budnom i spremnom ili da se adaptira na stres ili da 

podlegne apoptozi (Jiang i sar., 2011). Za pretpostaviti je da je porast NOX-udruženih 

redoks obrazaca može participirati u razvoju ranih promena nakon izlaganja  Al. 

Naši rezultati pokazuju da nakon subakutnog tretmana Al u kortikalnim strukturama 

dolazi do povećanja ekspresije membranskih subjedinica NOX2 p22
phox

 i gp91
phox

. U 

hipokampalnim strukturama ekspresija ovih enzima je snižena, što ukazuje na izvesnu 

strukturnu specifičnost. Ekspresija citosolnih subjedinica, p67
phox

 i p47
phox

, u hipokampusu 

je snižena u poredjenu sa kontrolama. U korteksu se registruje povišena ekspresija p67
phox

. 

Promene u ekspresiji NOX2 subjedinica koje su zapažene posle subakutnog davanja Al 

odgovaraju promenama koje se zapažaju u obolelih od AB. 

Studije  objavljene do sada, sugerišu da NADPH oxidaza može biti esencijalni izvor 

za Aβ-indukovane slobodne radikale. Naime, in vivo studija Parka i sar. (2005) pokazala je 

dinamiku produkcije slobodnih radikala u neokorteksu eksprimentalnih životinja 

korišćenjem fluoromikrografije. Zapravo, nakon dodavanja fibrilarnog Aβ superfuzionom 

tehnikom kroz karnijalni prozor, dolazi do porasta slobodnih radikala. Ovaj efekat se potom 

anulira dodavanjem peptidnog inhibitora za  gp91
phox

. 

Na osnovu iznetog može se pretpostaviti da je neurotoksičnost koja nastaje nakon 

aktivacije mikroglijalne NADPH oksidaze u Alchajmerovoj bolesti proizvod bar dva 

paralelna mehanizma. U jednom, mobilizacijom ekstracelularnih slobodnih radikala i 

direktnom toksičnošću dolazi do propadanja neurona, a u drugom, intracelularni slobodni 

kiseonični radikali pokreću produkciju proinflamatornih i toksičnih citokina (Block, 2008). 

http://pharmrev.aspetjournals.org/content/63/1/218.full#ref-18
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Za pretpostaviti je, na dalje, da antioksidantni enzimi nisu u stanju da tokom 

starenja, u potpunosti zaštite mitohondrije neuralnih ćelija od Aβ toksičnog učinka ali je 

sugerisano i da amilod beta može sam inhibirati enzime mitohondrija (Wang i sar., 2007). 

Canevari i sar. (1999) dokazali su da Aβ25–35 fragment mogu selektivno inhibirati Komplex 

IV mitohondrijalnog lanca. Fokusiranje na enzime mitohodrijalnog lanca je u predjašnim 

istraživanjima pokazalo da aktivnost Aβ42 proteina u celini, kao i njegov fragment Aβ25–35 

utiču na aktivnost Kompleksa I i redukuju operativnost enzima citohrom c oksidaze (Casley 

i sar., 2002). Naša istraživanja na modelu Alchajmerove bolesti to i potvrdjuju. Aktivnost 

COX pada pri akutnom trovanju pri dozama LD 50 nakon 24 h. U subakutnom trovanju 

aktivnost ovog enzima je signifikantno snižena poredjenju sa kontrolama što se može 

tumačiti u svetlu nastanka amiloidnih tvorevina. 

Uprkos brojnim istraživanjima primarmni uzrok Alchajmerov bolesti  još uvek nije 

razjašnjen. Veruje se da nastanak i razvoj amiloidne hipoteze u Alchajmerovoj bolesti ima 

centralnu ulogu u razvoju ove vrste demencije (Hardy i Selkoe, 2002). Ovu hipotezu 

podupiru studije koje su dokazale da imunizacija protiv Aβ snižava nivo amiloidnih 

depozita i poboljšava kognitivni seting u APP - transgenih miševa (Janus i sar., 2000; 

Wilcock i sar., 2004). Hronična aplikacija aluminijuma izaziva akomulaciju AβP u kulturi 

neurona pacova (Kawaharai sar., 2001) ali i u neroblastičnim ćelijama (Campbell i sar., 

2000).  

Depozicija Aβ plakova, veruje se, može da provocira inflamatorni odgovor 

mikroglije i makrofaga u moždanom tkivu. Kao odgovor na formiranje plakova iz ovih 

ćelija dolazi do oslobadjanja proinflamatornih citokina i slobodnih kiseoničnih radikala 

(Kadowaki i sar., 2005). Sa druge strane, prisustvo Aβ dokazano je u celularnim 

strukturama (mitohondrije) pacijenata sa AB (Manczak i sar. 2006) i verovatno prethodi 

ekstracelularnom nagomilavanju Aβ depozita (Du i sar. 2010). 

 

 



73 

 

Dokazano je, okviru takozvane „amiloidne kaskade”, da usled alteracije u razgradnji 

amiloidnog procesorskog proteina (APP) i posledičnog nastanka Aβ42 proteina (Aβ peptida-

AβP), koji se nedovoljno efikasno uklanja, dolazi do taloženja ovih depozita u moždanom 

tkivu, te nastanka lokalne destrukcije neurona i formiranja amiloidnih plakova. AβP je 

hidrofobni peptid sa sposobnošću samoorganizacije i strukturacije u oligomer stabilan u 

vodenoj sredini. Oligomeri AβP formiraju nesolubilne agregate tzv. amilodne fibrile, a 

neurotoksičnost ovih kolekcija raste vremenom. Skorija istraživanja u ćelijskim kulturama 

metodom  po veličini speraišćom hromatografijom, dokazala su da i solubilni oligomeri 

mogu biti sinaptotoksični i neurotoksični  (Selkoe, 2008). 

Nedvosmisleno je prihvaćeno da Aβ koji nastaje iz APP u svojoj solubilnoj 

oligomernoj formi, pre nego Aβ plakovi, indukuje sinaptičko oštećenje, neuralnu toksičnost 

i deficit pamćenja na animalnim modelima modelima AB (Kayed  i sar, 2003; Lancor i sar., 

2004; Haass i Selkoe., 2007). Na dalje, utvrdjeno je da Aβ oligomeri i peptidi aktiviraju 

glikoogen sintazu kinaze-3β (GSK-3β),  čija aktivacija je regulisana je kroz Wnt/β-catenin 

ćelijski put (He i Shen, 2009) uključen proces fosforilacije tau proteina u mozgu oboleih od 

AB. Pokzanao je da  amyloid-β oligomeri modulišu proliferaciju, diferencijaciju i migraciju  

humanih neuralnih stem ćelija (NSC) putem navednog  (GSK-3β), puta (Lee i sar., 2013). 

Dalji nastavak istraživanja i praćenje uticaja-β oligomera, mogao bi da dovede do 

eventulanog razvoja  humane NSC-bazirane terapije za obolele  AB.  

Studije koje su pratile nivoe akomulirajućih solubilnih Aβ oligomera dokazale su da 

oni  snažno koreliraju sa kognitivnim padom obolelih od AB is toga je pretpostavljeno da je 

njihova uloga u nastanku neurotoksičnih mehanizama imperativna (Lesne i sar., 2013). 

Studija  Mc Donald  i sar. (2010) kojom je ispitivana povezanost izmedju biohemijski 

različitih formi amiloid β-proteina i prisustva demencije Alachajmerovog tipa, pokazala je 

da su nivoi solubilnog  Aβ monomera ali i stabilnog  Aβ dimera  specifično visoki u uzorku 

mozga (frontalnom korteksu) oboleih od AB,  a da ih ima malo ili nisu detektovani u 

mozgu dementnih non - Alchajmer tipa.  
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Naša imunohistohemijska istraživanja ekspesije amiloda β u kortikalanim i 

hipokampalnim neuronima subakutno tretiranih životinja pokazali su da postoji statistički 

značajana razlika u poredjenju sa kontrolama. Sa druge strane Western blot tehnikom 

ukupnog amiloida β nisu uočena statistički značajne razlike u odnosu na kontrole. Može se 

pretpostaviti da je za nastanak stabilnih solubilnih oligomera potreban duži vremenski 

period na šta ukazuje istraživanje koje je pokazalo da nivoi oligomera β ne moraju biti 

uidruženi sa starošću (ilipolom) ali postoji inverzna korelacija njihovog sdržaja sa skorom 

na Mini mental testu (MMS). Sadržaj oligomera u likvoru  raste dok MMS skor pokazuje 

pad u ispitanika od AB i zdravih kontrola (Savage i sar., 2014). 

 Tome u prilog sugeriše tek objavljena studija Baker-Nigh i sar. (2015). Studija je 

evaluirala sadržaj i karakteristike intraneuralnih depozita amiloida β (preciznije fibrilarnu 

42-amino kiselinsku izoformu), u holinergičnim neuronima basal forebrain-a mladih 

osoba, osoba starijeg životnog doba i osoba obolelih od AB. Pretpostatvljeno je da su 

neuroni basal forbrain-a (grupa neurona koja leži na bazalnoj površini hemisfera i 

ventralnom delu nc.lentiformisa) potencijalno vulnerabilni i zato respektabilni u 

imunohistohemijskim i Western blot analizama. Imunoblot analize u ovoj studiji pokazale 

su visoku koncentraciju amiloida β u basal forbrain-u rano u srednjem životnom dobu. 

Nasuprot tome u kortikalnim piramidnim neuronima i magnocelularnim neuronima globus 

palidus-a nisu pronadjeni slični dokazi postojanja amiloidna imunoreaktivnosti. Sa druge 

strane, potvrdjen je porsat solubilnih oligomera,velike težine i oligomer-specifičnih antitela 

u mozgu obolelih od AB i starije populacije. Sličan nalaz, u istoj studiji, pokazan je i u 

slučaju izučavanja molekula amiloida β srednje težine. Ovo istraživanje je pokazalo da je 

intraneuralna amiloid β akumalacija relativno selektivna osobenost neurona basal forbrain-

a u ranom životnom dobu i raste sa porastom prisustva intermedijarnih i velikih amilodnih 

agregata što karakteriše starenje i Alchajmerovu bolest (Baker-Nigh i sar., 2015). 

U tom svetlu, naši rezultati dobijeni na osnovu ispitivanja kortikalnih i 

hipokampalnih neurona pokazuju da je sadržaj oformljenih ekstracelularnih agregata 

amiloida β, dvadeset i jedan dan nakon izlaganja aluminijumu, srazmerno mali, što upućuje 
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na pretpostavku da bi duže izlaganje kao i fokusiranje na vulnerabilno specifične moždane 

strukture  poput basal forbrain-a, možda prezentovalo značajnije razlike u poredjenju sa 

kontrolama.  

Novija saznanja, hipotetički, ukazuju na mogućnost da postoji selektivna 

intraneuralna akumulacija amiloida β tokom adultnog doba i da procesi oligomerizacije i 

amiloidogenze tokom starenja dovode u holinergičkim neuronima najpre do degradacije i 

potencijalnog nastanka AB. U svetlu novih imidžing studija su one koje dokazuju da nije 

samo atrofija, već sniženi volumen subkortikalnih struktura u obolelih od AB, marker koji 

korelira sa stepenom oštećenja  (Stepan-Buksakowska i sar., 2014). Takodje, studija  Zarei i 

sar. (2010) akcentirala je da se talamička atrofija anterodorzalnih regiona mozga širi putem 

fornix-a na hipokampus u obolelih od AB. Ovi rezultati upućuju na mogućnost da primarna 

neurodegeneracija jedne strukture dovodi do sekundarne degeneracije regiona koji su sa 

njom povezani. 

Na kraju, nedoumice koje prate kompleksni neuropatološki supstrat Alchajmerove 

bolesti biće, i na dalje, izazov za nova istraživanja. U tom svetlu, naši rezultati su pokušaj 

da se načini još jedan pomak i podsticaj u tumačenju neurobiohemijskih mehanizama koji 

prate ovo degenerativno oboljenje mozga. 
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6. ZAKLJUČCI 
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U skladu sa postavljenim ciljevima ovog istraživanja, a na osnovu dobijenih rezultata mogu 

se izvesti sledeći zaključci: 

 

1. Akutna, per os admistracija aluminijum hlorida dovodi do promena u aktivnosti 

AChE, aktivnosti enzima respiratornog lanca i pojave oksidativnog stresa u 

kotreksu, hipokampusu, talamusu i nc. caudatusu eksperimentalnih životinja unutar 

prvih 24 časa od trovanja. 

2. Akutna administracija aluminijum hlorida dovodi do promena u aktivnosti AChE u 

ispitivanim strukturama, koja je statistički značajno niža u komparaciji sa 

kontrolnom grupom i tokom celokupnog perioda praćenja promena enzimska 

aktivnost ne zavisi od  administrirane doze Al. 

3. Akutna adminstracija Al tokom 24 časa bitno se odražava na aktivnost  ukupne 

SOD, koja pokazuje signifikantni porast u svim moždanim strukturama životinja 

tretiranih dozom LD2 5, dok je sličan obrazac aktivnosti primetan u hipokampalnim 

strukturama u slučaju trovanja dozom LD50. Najizrazitiji rast aktivnosti enzima 

SOD uočava se upravo 24 h nakon akutnog tretiranja životinja Al u svim 

ispitivanim strukturama. 

4. Akutna administracija Al tokom 24 časa dovodi do promena u produkciji O2
−
 koje 

korespondiraju sa promenama u aktivnosti ukupne SOD. Stoga je porast produkcije 

superanjona primetan nakon prvih 2h, održava se nakon 6h i registruje se pad na 

normalne vrednosti 24 časa po tretmanu.  

5. Nakon akutne administracije Al aktivnost antioksidativnog enzima CAT, pokazuje 

značajane, strukturno specifične promene u aktivnosti u svim ispitivanim 

moždanim strukturama u toku prvih 24 časa. 

6.  Dinamika promena u mitohondrijalnom elektronskom transportnom lancu nakon 24 

časa od akutnog tretmana Al predstavljena je kroz praćenje aktivnosti COX enzima 

i Kompleksa I. Aktivnost COX je pokazala izvesnu doznu i strukturnu specifičnost. 
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Akutno i trovanje Al ne uzrokuje značajne promene u aktivnosti Kompleksa I  

respiratornog  lanca. 

7. Akutna administracija aluminijum hlorida bila je praćenasignifikantno značajnim 

porastom nivoa lipidnih peroksida (MDA) u poredjenju sa kontrolnom grupom, u 

obe ispitivane doze, u svim ispitivanim moždanim strukturama u toku prvih 24 časa 

po tretmanu. Nasuprot tome, povećan stepen oksidacije proteina posmatran kroz 

pad vrednosti SH grupa, zabeležen je u korteksu, hipokampusu, talamusu i nc. 

caudatus-u već nakon dva časa po administraciji Al i to u obe aplikovane doze i 

ima sličnu tendencu tokom narednih 24 časa. 

8. Rezultati nakon subakutnog tretmana eksperimentalnih životinja aluminijum 

hloridom u trajanju od 21. dana pokazali su signifikantan pad aktivnosti AChE u 

svim ispitivanim moždanim strukturama. 

9. Subakutni tretman aluminijum hloridom je bio praćen statistički značajnim 

povećanjem aktivnosti SOD i porastom nivoa superoksidnih anjona (O2
-
) u 

ispitivanim strukturama u poredjenju sa kontrolama. Aktivnost enzima CAT je bila 

statistički značajano smanjena u svim moždanim strukturama, izuzev u 

hipokampusu.  

10. Rezultati dobijeni nakon subakutnog tretmana džerbila pokazali su u statistički 

značajan porast  nivoa lipidnih peroksida u svim ispitivanim moždanim 

strukturama, dok se vrednosti SH grupa bile značajno smanjene u poredjenju sa 

kontrolama. 

11. Subakutni tretman životinja doveo je do statistički značajnog povećanja ekspresije 

citosolne SOD1 u kortikalnim i mitohondrijalne SOD2 u hipokampalnim 

strukturama u poredjenju sa kontroloma. 

12. Rezultati dobijeni nakon subakutnog tretmana aluminijumom u dozi od LD10 

pokazali su signifikantan pad COX aktivnosti u svim ispitivanim moždanim 

strukturama. Aktivnost Kompleksa I nije bila statistički značajno različita u odnosu 

na kontrolne vrednosti. 



79 

 

13. Subakutno trovanje sa Al je praćeno nakupljanjem depozita amiloda β u 

kortikalanim i hipokampalnim neuronima 

14. Subjedinično i strukturno specifične promene u ekspresiji NADPH oksidaze su 

zapažene nakon subakutnog trovanja eksperimentalnih životinja sa Al. 

15. Rezultati ove doktorske teze ukazuju da se oksidativni stres kao i promene u 

aktivnosti enzima u holinergičkim sinapsama, javljaju rano po ingestiji Al. 

Promene pokazatelja oksidativnog stresa nastaju već dva sata nakon ingestije 

aluminijuma i prethode promenama mitohondrijalnih enzima, ukazujući na 

prisustvo drugih izvora slobodnih radikala. Subakutni tretman sa Al ukazuje na 

neurotoksičnost ovog metala koja pored promena u holinergičkom sistemu, 

mitohondrijalnom metabolizmu i pokazateljima oksidativnog stresa, uključuje i 

promenu u ekspresiji pojedinih subjedinica NADPH oksidaze, ukazujući na 

potencijalni značaj ovog enzima kao terapijske mete. Dalja istraživanja 

neurobiohemijskih efekata trovanja Al mogu da pomognu u razumevanju ranog 

patofiziološkog supstrata neurotoksičnosti kao i da ukažu na moguće strategije u 

prevenciji i tretmanu Alchajmerove bolesti. 
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SPISAK  SKRAĆENICA 

 

AB   Alchajmerova bolest 

AchE  acetilholin esteraza 

Al  aluminijum 

BDNF            „brain-derived” neurotropni faktor 

APP  amiliodni prekursorski protein 

ATP  adenozin trifosfat 

Aβ  amiloid beta  

BKP  blagi kognitivni poremećaj 

CAT  katalaza 

CD spekt.  cirkularno dihroizna spektroskopija 

CNS  centralni nervni sistem 

COX  citohrom c oksidaza 

DNK  dezoksiribonukleinska kiselina 

FBCx              frontobazilarni korteks 

GDP  guanozin trifosfat 
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G6PDH glukozo-6 fosfat dehidrogeneze 

GPX  glutation peroksidaza 

HO2
-  

perihidroksi radikal 

H2O2   hidrogen peroksid 

iPs   isoprostan 

KMB   krvno moždana barijera 

LD   letalna doza 

MDA  malondialdehid 

MMT  Mini Mental Test 

NDPH   nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaza 

NMDA N-metil D- aspartat4 

NSC  neuralne stem ćelije 

O2
-   

superoksid anjon 

OH
.  

hidroksilni radikal
  

 

PET Scan  pozitronska emisona tomografija 

RNK  ribonukleinska kiselina 

RO
.  

alkoksi radikal 

ROO
.  

peroksi radikal 
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ROOH  organski hidroperoksid 

ROS  slobodni kiseonični radikali 

sAPPα  solubilni amiloid prekursorski protein alfa 

SH   sulfhidrilne grupe 

SOD  superoksid dizmutaza 
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