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1. UVOD




1.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerovu bolest (Alzheimer's disease, AD) je prvi opisao dr. Alois Alzheimer 1906.
godine u Tubingenu u pacijentice Auguste Deter koja je u 51. godini Zivota pokazivala
gubitak orijentacije, nemogucnost samostalnog obavljanja svakodnevnih aktivnosti,

paranoju, halucinacije, deluzije i znacajno otezano zapamcivanje.

Alzheimer je prvi navedene kliniCke simptome bolesti povezao s prisutnoS¢u dotad
nepoznate neuropatologije u mozdanoj kori, danas definirane kao amiloidni plakovi
(AP) i neurofibrilarni snopici (neurofibrillary tangles, NFT) (1). Navedene patoloSke
promjene prikazao je metodom srebrne impregnacije po Bielschowskom Ccije se

modifikacije rabe i danas u svrhu vizualizacije navedenih promjena.

U svijetu je 2015. godine 46.8 milijuna ljudi bolovalo od sindroma demencije, od Cega
je 75% s AD (2). Procjenjuje se da u Republici Hrvatskoj viSe od 86 tisuca osoba boluje
od AD (3). Predvideno je da ¢e se brojka oboljelih povecati do 2030. godine na 74.7
milijuna ljudi, te 134 milijuna ljudi do 2050. godine.

1.1.1. Dijagnoza bolesti

Klinicka dijagnoza AD temelji se na medunarodnim kriterijima Dijagnostickog i
statistickog priru¢nika mentalnih bolesti i poremecaja DSM-V (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders) koji sluze za postavljanje dijagnoze sindroma
demencije (American Psychiatric Association, 2013). NINCDS-ADRDA kriteriji
(National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and
Alzheimer's Disease and Related Disorders Association) objavljeni su 1984. godine, a
2011. godine prilagodeni danasnjim saznanjima te sluze za postavljanje KkliniCke
dijagnoze vjerojatne ili moguce AD. Kriteriji doneseni 1984. godine upotpunjeni su od
strane NIA (National Institute on Aging) i NIA-AA (National Institute on Aging and
Alzheimer's Association) novim kriterijima koji jasnije definiraju razlike izmedu
demencije uzrokovane AD i ostalih demencija (4). Prema DSM-V Kkriterijima, ovisno o
teZini kognitivnih smetnji i moguénosti samostalnog obavljanja svakodnevnih aktivnosti
razlikujemo mali i veliki neurokognitivni poremecaj. Mali neurokognitivni poremeca;j je
na neuropsiholoskim testovima definiran kao jedna do dvije standardne devijacije

ispod referentnih vrijednosti, dok je veliki neurokognitivni poremecaj definiran kao
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vrijednost dvije standardne devijacije ispod normalnih vrijednosti. Suprotno od malog
neurokognitivhog poremecaja kod kojeg osobe zadrZavaju sposobnost samostalnog
svakodnevnog funkcioniranja, kod velikog se dogadaju kognitivnhe promjene koje
onesposobljavaju osobu za samostalno funkcioniranje. U oba poremecaja zabiljezeno
je pogorSavanje u lingvistiCkim sposobnostima, uCenju i pamcenju, pozornosti i

socijalnoj kogniciji ili motornim i izvrSnim sposobnostima (5).

Dijagnoza se utvrduje testiranjem kognitivnih sposobnosti dokumentiranih pomocu
Male ljestvice mentalnih sposobnosti, MMSE ljestvice (Mini Mental Status
Examination) te neuroloSkim pregledom koji moze uklju€ivati snimanje mozga
magnetskom rezonancijom (magnetic resonance imaging, MRI), kompjutoriziranom
tomografijom (computed tomography, CT) ili pozitronskom emisijskom tomografijom
(positron emission tomography, PET). CT i MRI snimanjem moze se vidjeti postoji li
atrofija mozdane kore i hipokampalne regije, a PET snimanjem postoji li smanjena
aktivnost pojedinih mozdanih regija (6,7). VaZzna nadopuna dijagnosti¢kih kriterija je
upotreba bioloskih biljega odredenih u tjelesnim tekuéinama (krv, cerebrospinalna
tekucina — likvor), kao Sto su koncentracija amiloida B1-42 , ukupni i fosforilirani protein
tau, te vizualizacija amiloida 3 radioaktivnim biljezima. Cilj upotrebe bioloskih biljega je
osim razumijevanja patogeneze AD, otkrivanje AD u pretklinickom stadiju, kako bi se

mogle $to ranije poduzeti preventivne mjere i usporiti daljnje napredovanje bolesti (8).

1.2. Oblici Alzheimerove bolesti

Dva su temeljna oblika Alzheimerove bolesti: sporadi¢na AD i nasljedna (obiteljska)
AD.

Obiteljska AD (familial AD, FAD) pojavljuje se u manje od 1% svih slu¢ajeva AD, a od
svih oboljelih 6% javlja se prije 65. godine Zivota. Zato se ovaj oblik bolesti naziva i
nasljedni oblik AD s ranim pocCetkom (early-onset Alzheimer’s disease, EOAD).
Sporadi¢na AD javlja se nakon 65. godine Zivota te se jo$ naziva sporadi¢ni oblik AD
s kasnim pocCetkom (late-onset Alzheimer’s disease, LOAD). U rjedim slu€ajevima, AD
moze biti obiteljska bez ranog nastupanja bolesti, a takoder moze biti i sporadicna, ali

s ranim pocetkom (9).



1.2.1. Geneticka podloga obiteljske Alzheimerove bolesti

Nasljedni oblik AD prenosi se na autosomno dominantan nacin, a prvi simptomi obi¢no
se javljaju prije 65. godine zivota. Prva otkrivena mutacija koja uzrokuje nasljedni oblik
AD nadena je u genu za prekursorni protein amiloid B (amyloid- beta precursor protein-
APP) na kromosomu 21 (10). Kasnije su pronadene i dodatne mutacije APP gena, te
mutacije u genima za presenilin 1 (PSEN1) na kromosomu 14 i presenilin 2 (PSEN2)
na kromosomu 1 koje objaSnjavaju nasljedne sluCajeve bolesti (11,12). Otkri¢e
mutacija u navedenim genima pridonijelo je razumijevanju molekularnog mehanizma
nastanka AD. Do danas je otkriveno viSe od 200 patoloSkih mutacija u ovim genima
Cije je zajedniCko obiljezje da imaju u€inak na poveéanje omjera peptida AR 1-42/AB1-40
(13).

1.2.2. Geneticka podloga sporadicne Alzheimerove bolesti

Posljednja geneticka istrazivanja ukazuju kako sporadiCan oblik AD vjerojatno nije
sporadiCan, veC se javlja kao posljedica interakcije viSe gena i nekoliko Cimbenika
rizika te da postoji genetska predispozicija za njegov razvoj. Asocijacijske studije i
analize vezanosti gena utvrdile su ukljuCenost velikog broj gena u nastanku
sporadi€nog oblika AD, odgovornih za gotovo 80% sluCajeva sporadicne AD (14).
Rezultati dobiveni ovim istrazivanjima nisu uspjesno replicirani u studijama na drugim
populacijama, Sto ukazuje na to kako joS uvijek nije utvrden gen odgovoran za

nastanak sporadi¢nog oblika AD.

Jedini do sada utvrdeni genetiCki Cimbenik koji povecava rizik, ali se ne moze smatrati
i uzrokom za nastanak sporadi¢nog oblika AD je polimorfizam gena za apolipoprotein
E (APOE) €4. Rezultati iz dviju populacijskih studija provedenih 1993. godine ukazali
su na povezanost alela €4 gena za APOE i AD (15,16).

Gen za APOE nalazi se na kromosomu 19 i ima izoforme proteina E2, E3 i E4 koje se
razlikuju ovisno o prisutnosti aminokiselina arginin i cistein na poziciji 112 i 158. Kod
izoforme E2 cistein je na pozicijama 112 i 158; E3 ima cistein na pozicijama 112 i
arginin na 158; E4 ima arginin na pozicijama 112 i 158 (17). Razlika u alelima
omogucuje razliCitu funkciju APOE proteinu, gdje je izoforma proteina EZ2

neuroprotektivna, dok se izoforma proteina E4 povezuje s brojnim bolestima (18).



Nisu u potpunosti razjasnjeni molekularni mehanizmi djelovanja APOE proteina u
razvoju AD, medutim poznato je da postoji funkcija u pohrani, prijenosu i metabolizmu
kolesterola u mozgu (19). PoviSena razina kolesterola u serumu osoba srednje dobi
povecCava rizik za obolijevanje od AD (20). APOE je takoder uklju¢en u prijenosu
amiloid B peptida kroz krvno-mozdanu barijeru pri Eemu APOE4 to provodi sporije od
ostalih izoformi i time pogoduje agregaciji i stvaranju plakova (21). Ovaj polimorfizam
prisutan je u 15% zdrave populacije, dok se u oboljelih od AD javlja u 65% slu€ajeva.
Heterozigoti za €4 alel imaju pet puta povecan rizik obolijevanja od AD, dok je kod
homozigota taj rizik povecan 20 puta (22). APOE ¢4 alel utjeCe na raniju pojavu
simptoma AD bolesti, pri ¢emu svaka kopija €4 alela smanjuje pojavu simptoma za
desetak godina (15).

Osim navedene genetiCke podloge, ostali vazni rizi¢ni ¢imbenici za nastanak AD su
dob (23) i spol gdje je rizik obolijevanja veci za zene (24). U posljednje vrijeme smatra
se da je dodatni rizicni Cimbenik traumatska ozljeda glave (25), nizi stupanj

obrazovanja (26), hipertenzija (27) i dijabetes tipa Il (28).

1.3. Klinicki pokazatelji AD

Glavni simptomi osoba oboljelih od AD su progresivni gubitak kognitivnih funkcija i
pamcenja, te vidljive promjene u ponasanju koje uklju€uju agresivno i hiperaktivno
ponasanje, psihozu i depresiju (29). Uzrok navedenih simptoma je propadanje neurona
u subkortikalnim i kortikalnim regijama te poremecaj u radu neurotransmiterskih
sustava (30), (31), (32).

Sjogren je 1950. godine prvi podijelio tijek i simptome AD u tri stadija (33).

Prvi stadij AD je okarakteriziran gubitkom deklarativnog (eksplicitnog) epizoditkog
pamcéenja (nesposobnost svijesnog doziva svakodnevnih dogadaja te vremenskih i
prostornih asocijacija). U ovom stadiju mozZe doci do poteSko¢a u obavljanju
svakodnevnih aktivnosti. Vrlo rano se uz kognitivnhe simptome javljaju i nekognitivni
simptomi (promjene u raspoloZenju, emocijama, apetitu, ciklusu budnosti i spavanja,
smetenost u sumrak, zbunjenost, uzrujanost, depresivnost i drugi) (34). U drugom
stadiju AD dolazi do pogor$anja u semanticko eksplicitnom pamcenju $to dovodi do

poteSkoCa u prepoznavanju bliskih osoba. Takoder, dolazi do znaCajnijeg oStecenja
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govora i percepcije. U treCem stadiju dolazi do teSkog propadanja svih kognitivnih
sposobnosti. Dolazi do gubitka eksplicitnog i naruSavanja implicitnog paméenja ¢ime
se ograniCava sposobnost svakodnevnog funkcioniranja i osobe postaju ovisne o
skrbnicima (33). Poremecaj u prostornoj orijentaciji kod osoba oboljelih od AD moze
se javiti kao rani simptom koji prethodi poteSko¢ama u zapamcivanju te karakterizira
prodromalni stadij bolesti (35), u kojem osobe ne pokazuju odstupanja u
svakodnevnom funkcioniranju medutim dolazi do jakog kognitivhog propadanja (36).
Prema reviziji Medunarodne klasifikacije bolesti i srodnih zdravstvenih stanja
(International classification of diseases and related health problems, ICD-11) taj se

stadij naziva blagi spoznajni poremec¢aj (Mild Cognitive Impairment, MCI) (37).

1.4. Neuropatoloske promjene u AD

NeuropatoloSke promjene u AD se mogu rangirati pomocu tri parametra koristenih za
,ABC" bodovanje. Parametar A su opisali Thal i suradnici 2002. godine i odnosi se na
promjene amiloida B (AO: AB i amiloidni plakovi nisu prisutni; A1: Thal faza 1 ili 2; A2:
Thal faza 3; A3: Thal faza 4 ili 5) (38), (39). U fazi 1 zahvaéen je ¢eoni, sljepoocni,
tiemeni i zatiljni rezanj, u fazi 2 entorinalni korteks, hipokampus, cingularna vijuga,
inzula i presubikul, u fazi 3 jezgre medumozga, strijatum i kolinergiCke jezgre
mediobazalnog telencefalona, u fazi 4 mozdano deblo te u fazi 5 mali mozak (38).
Parametar B se odnosi na neurofibrilarne stadije koje su 1991. godine opisali Braak i
Braak. (BO: bez NFT; B1: Braak stadij I/ll s NFT prisutnim pretezno u entorinalnoj
mozdanoj kori; B2: stadiji Ill/IV s NFT prisutnim najviSe u hipokampusu i amigdali te
proSireni na asocijacijski korteks; B3: stadiji V/VI s NFT, neuropilnim nitima i
distrofi€¢nim neuritima prisutnim u neokorteksu te naposljetku u primarnoj osjetnoj i
motorickoj mozdanoj kori) (Slika 1.4.1) (40). Parametar C se odnosi na
rasprostranjenost neuritiCkih plakova (NP) (sastavljenih od AP jezgre okruzene
distroficnim neuritima u kojima se nakuplja hiperfosforilirani tau protein).
Rasprostranjenost NP je opisana kao CO: bez NP, C1: rijetki NP, C2: umjereno NP,
C3: Cesti NP (39). ABC skale se koriste za definiranje Cetiriju razina neuropatoloskih
promjena u AD: bez promjena, slabe, srednje i visoke razine neuropatoloSkih promjena
u AD (39).



III-1V

V-VI

Slika 1.4.1. Topografska progresija neurofibrilarne degeneracije prema Braak | Braak,
1991 (40). U stadiju | i Il dolazi do Sirenja neurofibrilarnih promjena od transentorinalne regije
do hipokampalne formacije, Sto klini¢ki korelira s gubitkom pamcéenja nedavnih dogadaja,
blagom prostornom dezorijentacijom te manjim poteSko¢ama u svakodnevnim aktivnostima. U
stadijima Il i IV dolazi do Sirenja na sljepoocnu, tiemenu i ¢eonu mozdanu koru $to klini¢ki
korelira s poteSkocama u prisje¢anju, teSkog pronalazenja prave rijeci, vremenskom i
prostornom dezorijentacijom i poteSko¢ama s koncentracijom i razumijevanjem. U stadijima V
i VI Sirenje zahvaca primarnu osjetnu i motoricku mozdanu koru $to je povezano s
poteSkocama u prepoznavanja objekta te percepcijskim i motoriCkim vjestinama. Preuzeto i

prilagodeno prema: (39).

1.5. Pretpostavke o nastanku Alzheimerove bolesti

S obzirom da neuropatoloSke promjene u AD nastaju kao posljedica razliCitih
patoloskih mehanizama, razvilo se viSe pretpostavka o nastanku AD. Dvije glavne
pretpostavke su amiloidna i tau te one objasnjavaju nakupljanje AP i NFT u mozgu
oboljelih osoba. Pored navedenih glavnih pretpostavki, postoje i neke manje

zastupljene teorije koje nastoje objasniti nastale neuropatoloSke promjene, to su



kolinergicka hipoteza, oksidativna hipoteza, hipoteza poremecaja funkcije mitohondrija

i lizosoma, hipoteza neuroupale i hipoteza neurovaskularne disfunkcije (41-43).

1.5.1. Amiloidna hipoteza

Nakon otkri¢a da su AP sacinjeni uglavnom od amiloida 3 (AB) kao glavnog strukturnog
proteina (44,45) nastala je ,amiloidna kaskadna hipoteza“® koja dominira u
istraZivanjima od tada pa sve do danas (46,47). Prema navedenoj hipotezi
neravnoteza izmedu proizvodnje i uklanjanja AR u mozgu je glavni patoloski proces
koji potiCe druge patoloSke promjene koje u konacnici dovode do neurodegeneracije
(48). Kod obiteljskog oblika AD s ranim pocCetkom dolazi do mutacije u genima za
proteine ukljuCene u stvaranje AB, dok kod sporadicne AD dolazi do neravnoteze

izmedu proizvodnje i uklanjanja AR (49).

AB peptid (molekularna masa 4.2 kDa) nastaje cijepanjem amiloidnog prekursorskog
proteina (amyloid precursor protein, APP) (50) kodiranim genom na 21. kromosomu
(51). Alternativnim izrezivanjem APP-a nastaju tri glavne izoforme APPs9os, APP7s51 i
APP770. Postoje dva vazna puta razgradnje APP-a, put a- sekretaze (neamiloidogeni
put) koji prevladava kod zdravih osoba i put B- sekretaze (amiloidogeni put) koji
prevladava u AD (52), medutim dokazana je prisutnost tog puta i u zdravih ljudi (53)
(Slika 1.5.1.1).

U neamiloidogenom putu, enzim a-sekretaza (skupina metaloproteinaznih enzima
ADAM10) cijepa APP kod lizina 16 pri ¢emu nastaje topljivi N-terminalni dio (soluble
APP, sAPP) (18) i C-terminalni dio APP-a (C-terminal fragment, CTF) koji reze y-
sekretaza i nastaje kraci peptid p3 koji ne sudjeluje u nakupljanju i stvaranju plakova
(54) (Slika 1.5.1.1).

U amiloidogenom putu, razgradnja 3-sekretazom (beta-site amyloid precursor protein
cleaving enzyme, BACE) dovodi do cijepanja APP-a na poCetku AR slijeda i
oslobadanja B-topljivog APP (B -soluble amyloid precursore protein, BsAPP) koji se
otpusta i BCTF (B-C-terminal fragment of APP) koji ostaje vezan za membranu. Iz
njega u ovisnosti 0 polozaju cijepanja y-sekretaze nastaje AB od 40 (ABi-40) ili 42
aminokiseline (AB1-42) (52) (Slika 1.5.1.1). U sporadi¢noj AD znacajno je povecana [3-
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sekretazna aktivnost (55). ~80-90% nastalih AB peptida &ine oni gradeni od 40
aminokiselina, a 5-10% gradeni od 42 aminokiseline. Topljivi AB teZi agregaciji u
topljive oligomere i stvaranju vecih netopljivih viakna. AR graden od 42 aminokiseline
potiCe abnormalnu agregaciju peptida Ap jaCe nego AR graden od 40 aminokiselina

(56), te je glavni oblik AB koji se nakuplja u mozgu (55,56).

Glavni dokazi koji potkrepljuju amiloidnu hipotezu su istraZivanja mutacije gena za
proteine APP, PSEN1 i PSEN2, povezanih s uzrokom nasljednog oblika AD. Mutacije
u genu APP dovode do prekomjernog stvaranja i nakupljanja AB, a mutacije u genima
PSENL1 i PSEN2 do stvaranja AB1-42 (57,58). Takoder, pronalazak zastithe mutacije u
blizini mjesta gdje B sekretaza cijepa APP, dodatno potvrduje navedenu hipotezu. Tzv.
zastitna mutacija Cini APP slabijim supstratom za cijepanje B sekretazom, zbog Cega

postoji manja vjerojatnost obolijevanja od AD (59,60).

y-sekretaza je multiproteinski kompleks koji se sastoji od Cetiri proteina: presenilina 1,
nikastrina, APH-1 (anterior pharynx-defective 1) i PEN-2 (presenilin enhancer 2) (61).
Za normalno funkcioniranje y-sekretaze potrebne su sve Cetiri komponente. U AD
dolazi do promjena u djelovanju y-sekretaze $to uzrokuje stvaranje duzeg oblika A
(55). Dodatno u prilog ovoj teoriji ide €injenica da osobe s Downovim sindromom (DS)
(trisomija 21. kromosoma) koje imaju tri kopije APP gena, razvijaju plakove rano u
Zivotu (62), slicno kao Sto je i sluCaj kod obitelji kod kojih postoji duplikacija APP lokusa
(63).
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Slika 1.5.1.1. Shematski prikaz procesiranja amiloidnog prekursorskog proteina (APP).
Dva puta razgradnje APP-a, put a- sekretaze (heamiloidogeni put) koji prevladava kod zdravih
osoba i put B- sekretaze (amiloidogeni put) koji prevladava u AD. TM: transmembranska regija;
C83: protealiticki produkt razgradnje APP; C99: proteolitiCki produkt razgradnje APP; AICD:
APP unutarstani€na C terminalna domena; CTFa: ¢ terminalni fragment nastao cijepanjem a
sekretaze; CTFB: ¢ terminalni fragment nastao cijepanjem [ sekretaze; CTFy: ¢ terminalni
fragment nastao cijepanjem y- sekretaze; p3: p3 fragment; AB: amiloid B; Preuzeto i

prilagodeno prema: (64).

Jedan od nedostatka hipoteze je usmjerenost samo na AB, zanemarujuci i moguce
interakcije s drugim Cimbenicima koji bi mogli prethoditi u patoloSkom procesu, kao

interakcije s proteinom tau (65).

1.5.2. Tau hipoteza

Protein tau pripada skupini s mikrotubulima povezanih proteina (microtubule-
associated protein tau, MAPT), te unakrsno povezuju¢i monomere a i 3 tubulina igra
vaznu ulogu u sastavljanju i stabilizaciji mikrotubula (66). Uglavnom je eksprimiran u

aksonima s viSim razinama mRNA i proteina u kori i hipokampusu nego u bijeloj tvari i
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malom mozgu (67). Takoder eksprimiran je u niZzim razinama u dendritima, jezgri i
sinapsama (68). U patoloSkim uvjetima pojaCana fosforilacija proteina tau uzrokuje
promjenu njegove konformacije, odvajanja od mikrotubula i posljedi¢no dolazi do
nakupljanja u neurofibrilarne snopi¢e kao i niti neuropila, koje su patolosko obiljezje
tauopatija (69-72). UoCeno je da u osoba oboljelih od AD dolazi do porasta razine
proteina tau 4 do 8 puta u odnosu na zdrave osobe iste dobi i spola, Sto je povezano

s abnormalno hiperfosforiliranim proteinom tau (73).

1.6. Izoforme proteina tau

Protein tau postoji u obliku Sest izoformi u duzini od 352 do 441 aminokiseline koje
nastaju alternativnim prekrajanjem mRNA iz jednog gena MAPT, a izrazavaju se u
mozgu odraslog Covjeka (74), kao i u mozgu Stakora (75). MAPT gen nalazi se na
kromosomu 17 i sadrzi 16 eksona (76). Alternativnim prekrajanjem eksona 2, 3 i 10
nastaje 6 izoformi proteina tau koje se medusobno razlikuju prema prisutnosti N-
terminalnog dijela; 0 (ON), 1 (veliCine 29 ak, 1N) ili 2 (veli¢ine 58 ak , 2N), odnosno
prisutnosti 3 ili 4 mikrotubul — vezu¢e domene (3R i 4R) (77,78) (Slika 1.6.1). C
terminalna regija veZze se za mikrotubule a N-terminalna regija s plazmatskom

membranom i drugim citoskeletnim proteinima (77,79).

2N4R [ i[5
2N3R | [NiTn2] BEE )
1N4R ] mEEE
INSR [ ] i | I
ON4R | DR
ON3R | 1] -

N terminus C terminus

Slika 1.6.1. Izoforme proteina tau. lzoforme se razlikuju prema odsutnost ili prisutnosti
jednog ili 2 N-terminalnog dijela (ON, 1N 2N) i prema prisutnosti 3 (R1, R3 ili R4) ili 4 (R1, R2,

R3 ili R4) mikrotubul — veZzuée domene. Preuzeto i prilagodeno prema: (75).

Svaka izoforma proteina tau ima razli€itu ulogu te drugaciji obrazac izrazaja tijekom

razvitka. Tijekom embrionalnog i fetalnog razdoblja predominantno se izraZzava

10



najkraca izoforma tau (ON3R, fetalni oblik), dok se ostali oblici poCinju izraZzavati
postnatalno (80). Nisu tofno objasSnjene razliite fizioloSke uloge svih izoformi,
medutim pokazano je da dolazi do promjene u omjeru izraZzaja 3R i 4R proteina tau u
pojedinim tauopatijama (81), te da postoji odreden omjer 3R i 4R proteina tau
karakteristiCan za pojedinu tauopatiju. Tako se u AD nalazi podjednak omjer 3R i 4R
izoformi proteina tau u neuronima, glija stanicama i cerebrospinalnoj tekucini (82).

Najdulja tau izoforma 2N4R gradena je od hidrofilnih aminokiselina, odnosno 80 Ser ili
Thr ostataka, 56 negativnih Asp ili Glu ostataka, 58 pozitivnih Lys ili Arg ostataka i 8
aromatskih (5 Tyr | 3 Phe) ostataka. lako je protein tau bazi¢an, moze se podijeliti u 4
poddomene, ovisno 0 naboju i motivima domene (78,83): N-terminalna domena (AA
1-150), prolinom bogata domena (AA151-243), mikrotubul — veZu¢a domena

(gradena od 3 ili 4 ponavljaju¢a motiva) i C terminalna domena AA370-441.

Kako bi se istrazila uloga proteina tau u AD, koriste se razli€iti animalni modeli, medu
kojima su i transgeni¢ni Stakorski modeli AD. Medutim, za razliku od ¢ovjeka, u ranijim
istrazivanjima sugerirano je da mozak Stakora eksprimira samo tri 4R tau izoforme na
razini proteina (84,85) i na razini mRNA (85-87), te je samo nekoliko autora sugeriralo
postojanje vise od 4 tau izoformi u mozgu Stakora (88,89). Rezultati prema Hanes i
suradnicima pokazali su da mozak odraslih Stakora sadrzi Sest tau izoformi poput ljudi.

Ekspresija 4R tau izoformi bila je devet puta ve¢a od ekspresije 3R izoforme (75).

Nadalje, razina proteina ON, 1N ili 2N bila je 30%, 35% i 35% ukupnog tau. Za razliku
od Stakora u odraslom ljudskom mozgu, omjer 3R tau i 4R tau izoformi je 1: 1 (77), a
ON, 1N i 2N tau izoforme Cine oko 37%, 54% i 9% ukupnog tau (90).

1.7. Fosforilacija proteina tau

Fosforilacija regulira fizioloSku funkciju proteina tau kontroliraju¢i njegovo vezanje za
mikrotubule (91). U istraZivanju Hasegawa i suradnika prvog puta je opisan i izoliran
fosforilirani protein tau iz mozga osoba oboljelih od AD (92). Naknadno je pokazano
da neurofibrilarni snopi¢i sadrze fosforilirani protein tau i da postoji povezanost s

nastankom kognitivnih oSte¢enja u AD (93,94).

Odredena mjesta fosforilacije proteina tau usko su povezana s neuropatologijom jer

fosforilacija na tim mjestima uzrokuje agregaciju u obliku neurofibrilarnih snopi¢a
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(95,96). U AD identificirano je 45 mjesta fosforilacije (Y18, S46, S68, S69, T71, S113,
T123, T153, T175, T181, S184, S185, S191, Y197, S198, S199, S202, T205, S208,
S210, T212, S214, T217, T231, S235, S237, S238, S258, S262, S289, S356, Y394,
S396, S400, T403, S404, S409, S412, S413, T414, S416, S422, T427, S433, S435)

(97) (Slikal.7.1).
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Slika 1.7.1. Pozicije mjesta fosforilacije proteina tau u osoba oboljelih od AD.
Identificirano je priblizno 45 mjesta fosforilacije, najvise u Prolinom- bogatoj i C- terminalnoj
domeni, s nekoliko mjesta unutar mikrotubul — veZzuée domene. Sest mjesta fosforilacije
identificirano je specificnim protutijelima na fosforilirani tau (naran€asto obojena mjesta);
preostala mjesta fosforilacije identificirana su masenom spektrometrijom i/ili Edmanovom

razgradnjom. Preuzeto i prilagodeno prema: (97).

Vecina istrazivata smatra da hiperfosforilacija proteina tau dovodi do mijenjanja
njegove konformacije $to uzrokuje odvajanje od mikrotubula i razgradnju mikrotubula
(98). Odvojeni hiperfosforilirani tau nakuplja se u unutra$njosti stanice zajedno sa
ostalim proteinima vezanim za mikrotubule, te kao posljedica toga dolazi do
poremecenog aksonskog transporta i smetnji u sinapti¢koj funkciji neurona §to rezultira
propadanjem neurona (82). Manji broj istrazivaCa smatra da prvo dolazi do
presavijanja proteina tau, a tek potom fosforilacije i odvajanje od mikrotubula (99).
Protein tau koji je abnormalno fosforilirani nalazi se i u citosolu mozdanog tkiva osoba

s AD gdje €ini i do 40 % ukupnog abnormalnog proteina tau.

In vitro istraZivanja pokazala su da abnormalno fosforilirani protein tau ne stupa u
interakciju s alfa i beta tubulinom mikrotubula, ve¢ uzrokuje odvajanja normalnog tau i

drugih proteina pridruzenih mikrotubulima od mikrotubula (100).
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Fosforilacija proteina tau je regulirana slozenim odnosom viSe Ser/Thr kinaza,
ukljuéujuci GSK-38, CDC2, PKA, PKC, CDK5, MARK, JNK, p38/MAPK, kazein kinazu
Il 'i fosfatazu, Sto rezultira nastajanjem razli€itih obrazaca fosforilacije u odredenim
fazama AD (101).

U ranoj fazi AD dolazi do fosforilacije proteina tau na epitopima Ser262, Thr231 i
Thr153 (70). Fosforilacija na epitopu Ser262 i Thr231 inhibira vezanje proteina tau za
mikrotubule za 35% i 25 % (102). Daljnja fosforilacija proteina tau je na epitopima
Thrl75/181, Ser262/356, Serd22, Serd6, Ser214 i Thr212. Kasni obrazac fosforilacije
proteina tau je na epitopima Serl199/Ser202/Thr205 i Ser396/404 (70). Druga
istrazivanja pokazala su da je fosforilacija proteina tau na epitopima Ser396/404 (103)
i Ser199/Ser202/Thr205 (104) jedan od najranijih dogadaja u patologiji AD.

Osim fosforilacije, dolazi i do drugih posttranslacijskih modifikacija koje mijenjaju
bioloSka svojstva proteina tau. NajviSe istrazivana promjena proteina tau je osim
fosforilacije, acetilacija (105). Ranija istraZivanja tau acetilacije pokazale su da ona
moze uzrokovati fosforilaciju i agregaciju proteina tau (106,107), medutim kasnije je
pokazano da acetilacija moze inhibirati agregaciju proteina tau (108) i imati moguci
zastitni u€inak na razvoj patoloskih promjena (109) Ostale moguce posttranslacijske

promjene su ubikvitinacija (110), glikozilacija i metilacija (111,112).

1.8. Sirenje patologije proteina tau

U AD Sirenje patologije proteina tau prati Braak i Braak neuropatoloSke stadije. Braak
i Braak razvili su stupnjeve za ocjenjivanje tau patologije, stoga se bolest obi¢no

opisuje u terminima Braak i Braak stadija (40).

Najranije karakteristicne promjene za AD zahvacaju podrucja mozga transentorinalnog

korteksa sa blagim zahvac¢anjem regije CA1 i izokortikalnih regija (Stadij I/11).

U stadiju 1ll/1V dolazi do izrazajnije tau patologije u transentorinalnom i entorinalnom
korteksu, brojnim neurofibrilarnim snopi¢ima i neuropilnim nitima u hipokampalnoj
formaciji, blagoj tau patologiji u talamusu i amigdali te tau lezijama u kortikomedijalnom
dijelu amigdale i bazolateralnoj jezgri, zajedno s razvojem patologije u jezgri putamen

i accumbens.
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U fazi V/VI kontinuirano se povec¢ava tau patologija u hipokampalnoj formaciji, te dolazi
do Sirenja patologija na stratum oriens i radiatum. Dodatno su zahvaceni hipotalamus,

klaustrum i substantia nigra (40,113).

Hurtado i suradnici definirali su shemu stupnjevanja tau patologije u misjem modelu
AD, prema kojoj najranije vidljive promjene nastaju u entorinalnoj mozdanoj kori sa
sporadi€nim promjenama unutar 2/3 sloja neokorteksa (faza I/ll), zatim dolazi do
Sirenja tau patologija u hipokampalnu formaciju i neokortikalne slojeve (stupanj 1I/1V),

te na kraju u strijatum, talamus i duboke slojeve neokorteksa (stadij V/VI) (114).

1.9. Aferentne i eferentne veze entorinalne moZdane kore
stakora

Entorinalni korteks €ini sustav asocijacijskih i komisurnih veza. Projekcije koje potjeCu
iz lateralnog entorinalnog korteksa povec¢anjem svoje udaljenosti od ishodiSta
smanjuju svoju gustocu, dok one iz medijalnog entorinalnog korteksa povecavaju svoju
gustocu. Stoga su asocijacijske veze koje potjeCu iz medijalnog entorinalnog korteksa

izraZzenije od onih iz lateralnog entorinalnog korteksa (115).

1.9.1. Povezanost s hipokampalnom formacijom i parahipokampalnim

podrucjem

Entorinalni korteks projicira na sva polja hipokamplane formacije (116-119). Vlakna
perforantnog puta potjeCu uglavnom od neurona smjestenih u slojevima entorinalnog
korteksa Il i 1ll, dok maniji dio projekcija potjecCe iz dubljih slojeva. lako se smatralo da
su zvjezdaste stanice u sloju Il i piramidne stanice u sloju Ill izvorne stanice za
perforantni put, pokazano je da mnoge druge vrste stanica, uklju€ujuci barem nekoliko
GABA-ergiCkih ziv€anih stanica (120), takoder projicira na hipokampalna polja (121—
123).

1.9.1.1. Nazubljena vijuga (Gyrus dentatus,GD)

Ipsilateralna projekcija na gyrus dentatus (GD) proizlazi uglavnom iz zvjezdastih,

piramidnih i multipolarnih stanica sloja Il entorinalnog korteksa (117,124,125). Maniji
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dio projekcija perforantnog puta dolazi iz piramidnih i bipolarnih stanica dubokih slojeva

entorinalnog korteksa (126-128).

Vlakna koja potjecCu iz povrsinskih slojeva lateralnog entorinalnog korteksa zavrsavaju
u vanjskoj trecini molekularnog sloja GD, a vlakna iz medijalnog entorinalnog korteksa

zavrSavaju u srednjoj trecini molekularnog sloja (129-132).

Metodom retrogradnog oznaCavanja vlakana (tracing) pokazana je longitudinalna
topografija projekcija entorinalnog korteksa na GD. Stanice koje se nalaze
dorzolateralno u lateralnom i medijalnom entorinalnom korteksu projiciraju na septalno
podrucje GD, a stanice koje se nalaze ventromedijalno projiciraju na temporalne razine
GD (Slika 1.9.1.1.1) (115,119,132-134).

Slika 1.9.1.1.1. Shematski prikaz laminarne i topografske organizacije perforantne
projekcije na nazubljenu vijugu, hipokampus i subikulum. Gornja slika prikazuje povrSinu
entorinalnog korteksa Stakora podijeljenu na medijalno (MEC; svijetlo zelena) i lateralno (LEC;
tamnozelena) podrucje. Dorzolateralni (dl) dijelovi entorinalnog korteksa projiciraju na septalne
razine hipokampalne formacije, dok ventromedijalni (vm) dijelovi projiciraju na temporalne
razine hipokampalne formacije. LEC projicira na vanjsku jednu tre¢inu molekularnog sloja GD

i stratum lacunosum moleculare CA3 sloja, dok MEC projicira na srednju jednu tre¢inu ovih
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slojeva. Nasuprot tome, u CA1 i subikulumu, LEC i MEC razli¢ito projicira duz popre¢ne osi.
LEC projicira na granicu CAL i subikuluma dok MEC zavr$ava viSe proksimalno u CA1 i viSe

distalno u subikulumu. Preuzeto iz: (135).

1.9.1.2. Cornu Ammonis (CA)

Cornu Ammonis dio je hipokampusa €ija grada je podijeljena u 3 citoarhitektonska polja
CA3, CA2 i CAl (136). Perforantni put zavrSava u svim poljima CA
(117,126,130,132,133,137)

CAZ3 polje

Perforantni put od entorinalnog korteksa do CA3 pokazuje sli€nu organizaciju kao
projekcije od entorinalnog korteksa do GD. Ekscitatorna projekcija potjeCe iz Il. sloja
entorinalnog korteksa (117,138), a istrazivanje unutarstani¢nim ozna¢avanjem (139)
pokazalo je da kolaterali istog sloja stanica dosezu i GD i podrucje CA3. Projekcija Il.
sloja entorinalnog korteksa zavrSava u molekularnom sloju CA3/CA2. Stanice
lateralnog entorinalnog korteksa projiciraju na povrSinski dio molekularnog sloja, a
stanice medijalnog entorinalnog korteksa projiciraju u duboki dio molekularnog sloja
(Slika 1.9.1.1.1) (140). Takoder je uoCeno da stanice koje se nalaze u dorzolateralnom
dijelu lateralnog i medijalnog entorinalnog korteksa projiciraju na septalne razine
CA3/CA2, dok stanice koje se nalaze u medijalnom dijelu lateralnog i medijalnog

entorinalnog korteksa projiciraju na temporalne razine CA3/CA2 (132-134,141)

CAZ2 polje

lako ne postoje podatci za Stakora, elektrofiziologijom in vitro na tkivu misjeg modela
(142) pokazano je postojanje ekscitatornih projekcija Il. sloja entorinalnog korteksa

prema CA2 koje tvore disinapticki kortiko-hipokampalni krug.

CA1 polje

Organizacija projekcije iz entorinalnog korteksa prema CA1l polju i subikulumu
znacajno se razlikuje od projekcije prema GD i podru¢ju CA3, buduci da entorinalne

projekcije prema CA1 potjeCu iz sloja Ill, a ne iz sloja Il (117,127).

U CAL1 polju, medijalne i lateralne komponente perforantnog puta zavr$avaju u stratum
lacunosum moleculare. Vlakna iz medijalnog entorinalnog korteksa zavrSavaju
uglavnom u proksimalnom dijelu CA1, dok vlakna iz lateralnog entorinalnog korteksa
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zavrSavaju u distalnom dijelu CA1 (116,140,143). Dio entorinalnog korteksa koji je
najblizi Zljebu sulcus rhinalis povezuje se sa septalnim dijelom CA1, dok se udaljeni
dio povezuje s temporalnim dijelom CA1 (Slika 1.9.1.1.1) (143).

1.9.1.3. Subikulum

Projekcija od entorinalnog korteksa do subikuluma potjeCe uglavnom iz sloja lll, iako
aksoni stanica sloja Il, V i VI, koji prelaze subikulum na svom putu do GD i regije CA3,
takoder daju kolaterale koji zavrSavaju u subikulumu (127,139,144,145). Vlakna
perforantnog puta usmjerena su prema vanjskom dijelu molekularnog sloja subikuluma
(130,131).

Kao i kod CA1 projekcije, ovisno o polozZaju ishodiSnih stanica u entorinalnom korteksu,
vlakna su usmjerena prema odredenom dijelu subikuluma (Slika 1.9.1.1.1). Lateralni
perforantni put projicira prema proksimalnom dijelu subikuluma, a medijalni perforantni

put na distalnije dijelove subikuluma (118,134,146).

1.9.1.4. Povezanost s kontralateralnom hipokampalnom formacijom

Takoder, iz entorinalnog korteksa dolazi do projekcije prema kontralateralnoj
hipokampalnoj formaciji koja proizlazi iskljuCivo iz stanica lll. sloja entorinalnog
korteksa (117). NajveCa komponenta ove projekcije usmjerena je prema GD, ali regije
CA3, CA1 i subikulum takoder primaju kontralateralne projekcije (130,147-150).

1.9.1.5. Presubikulum i parasubikulum

Entorinalni korteks slabo inervira parahipokampalna podru€ja presubikulum i
parasubikulum, te vecina tih vlakana proizlazi iz dorzolateralnog pojasa medijalnog i
lateralnog entorinalnog korteksa (119). Vlakna iz stanica lateralnog i medijalnog
entorinalnog korteksa zavr8avaju pretezno u sloju | presubikuluma i parasubikuluma
(137,148-150). Nije uoCena kontralateralna projekcija od entorinalnog korteksa do

presubikuluma i parasubikuluma (135).
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1.9.1.6. Peririnalni korteks i postrinalni korteks

Entorinalni korteks Salje svoje projekcije prema svim slojevima peririnalnog korteksa
(151), uglavnom iz sloja lll i V lateralnog entorinalnog korteksa, dok slabija projekcija

potjeCe iz sloja V medijalnog entorinalnog korteksa (152).

Svi dijelovi entorinalnog korteksa projiciraju na postrinalni korteks, iako je ova
projekcija slabija u usporedbi s projekcijom iz entorinalnog do peririnalnog korteksa
(119). Najjaca projekcija potjeCe iz dorzolateralnih i intermedijarnih domena, a

zavrSava u sloju VI postrinalnog korteksa (152).

1.9.2. Povezanost s neokorteksom

Entorinalni korteks projicira na razliCite neokortikalne regije, no veze su prili¢no slabe
(153,154). Lateralni entorinalni korteks jaCe projicira na piriformni, frontalni, inzularni,
temporalni, cingularni i somatosenzorni korteks u usporedbi s medijalnim entorinalnim

korteksom. Nije pronadena razlika u jaCini projekcije na okcipitalni korteks (155).

1.9.2.1. Piriformni korteksa

PovrSinski slojevi piriformnog korteksa primaju znatne projekcije iz lateralnog i
medijalnog entorinalnog korteksa, a najjata veza potjeCe iz dorzolateralnog i
ventromedijalnog lateralnog entorinalnog korteksa i ventromedijalnog medijalnog
entorinalnog korteksa (119,155). Projekcije na njusna polja pretezno proizlaze iz

slojeva Il'i V sredisSnjih dijelova lateralnog i medijalnog entorinalnog korteksa (154).

1.9.2.2. Frontalni korteks

Lateralni entorinalni korteks, a posebno dorzolateralni entorinalni korteks, projicira
umjereno snazno na frontalni korteks. Eferentne veze medijalnog entorinalnog
korteksa su oskudnije, ali joS uvijek postoji znatna inervacija frontalnih regija iz cijelog
medijalnog entorinalnog korteksa (119,155,156). Lateralni entorinalni korteks
umjereno projicira na prelimbicki i infralimbiCki korteks, dok medijalni entorinalni
korteks ima slabiju povezanost s tim podrucjima (155-157). Slojevi entorinalnog

korteksa Il1-V $alju projekcije na infralimbiCki korteks, a samo sloj V inervira prelimbicki
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korteks (158). ZavrSetci vlakana medijalnog entorinalnog korteksa i lateralnog
entorinalnog korteksa detektirani su u slojevima | i VI motorickog podrucja i slojevima

[-11l orbitalnog, prelimbickog i infralimbi¢kog podrucja (119,155,159).

1.9.2.3. Inzularni korteks

Slojevi medijalnog i lateralnog entorinalnog korteksa Il, 1111 V Salju umjerene projekcije
prema svim slojevima inzularnog korteksa, a uglavnom na straznji agranularni inzularni
korteks. NajcvrS¢a veza proizlazi iz dorzolateralnog dijela lateralnog entorinalnog

korteksa i ventromedijalnog lateralnog i medijalnog entorinalnog korteksa (119,155).

1.9.2.4. Temporalni korteks

Postoji samo lagana veza od entorinalnog korteksa do temporalnog korteksa i ona
uglavnhom potjeCe iz dorzolateralnog dijela lateralnog i medijalnog entorinalnog
korteksa (119,155)

1.9.2.5. Cingularni korteks

Projekcija od entorinalnog korteksa do cingularne regije prilicno je slaba. Lateralni
entorinalni korteks uglavnom projicira na prednje cingularne regije, dok medijalni
entorinalni korteks jaCe projicira na retrosplenijalni korteks (119,155,157). U
medijalnom entorinalnom korteksu projekcije uglavnom potje€u iz neurona sloja V koji

se nalaze u kaudalnom dijelu (160).

1.9.2.6. Parijetalni korteks

Projekcije u parijetalni korteks su slabe i uglavhom potjeCu iz dorzolateralnog
lateralnog i medijalnog entorinalnog korteksa. Glavni dio projekcije iz entorinalnog
korteksa uglavhom zavrSava u primarnom somatosenzornom korteksu. Medijalni

entorinalni korteks slabo projicira na posteriorni parijetalni korteks (119,155).

1.9.2.7. Okcipitalni korteks

Postoji vrlo slaba veza izmedu entorinalnog korteksa i okcipitalnih podrucja (slojevi |-

II'i VI), s najjacom projekcijom na lateralnu vidnu regiju (119,155).
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1.9.3. Povezanost sa subkortikalnim podrucjem

1.9.3.1. Njusno podrucje

Iz dorzolateralnih i srednjih pojasa lateralnog entorinalnog korteksa i ventromedijalnog
pojasa medijalnog entorinalnog korteksa izlazi snazna projekcija prema
endopiriformnoj jezgri (119,161). Entorinalni korteks takoder projicira na medijalne

dijelove njusne kvrzice (tuberculum olfactorium) (162).

1.9.3.2. Septalno podrucje

Entorinalni korteks projicira na lateralni septum, nucleus septalis medialis i vertikalnu
granu dijagonalnog pojasa Broca (stria diagonalis) (119,163,164). Vlakna uglavhom
proizlaze iz stanica u sloju Va lateralnog i medijalnog entorinalnog korteksa, iako u
medijalnom dijelu lateralnog i medijalnog entorinalnog korteksa mnoge stanice sloja Il

takoder doprinose tim projekcijama (164).

1.9.3.3. Klaustrum

Postoji slaba projekcija od ventromedijalnog pojasa medijalnog entorinalnog korteksa
i dorzolateralnog i srednjeg pojasa lateralnog entorinalnog korteksa do klaustruma
(119).

1.9.3.4. Amigdala

Entorinalni korteks Salje projekciju prema amigdaloidnoj jezgri posebno bazalnoj jezgri,
a slabije medijalnom dijelu lateralne jezgre i straznjim kortikalnim jezgrama. Vlakna
pretezno potjecCu iz stanica u slojevima V lateralnog entorinalnog korteksa, iako stanice
u povrsinskim slojevima takoder doprinose projekciji (119,165-168). Smatra se da iz
medijalnog entorinalnog korteksa ne potje€u nikakve projekcije (169), iako je
istraZivanje Kerra i suradnika pokazalo slabu projekciju iz ventromedijalnog medijalnog

entorinalnog korteksa (119).

1.9.3.5. Bazalni gangliji

Entorinalni korteks se bilateralno projicira na bazalne ganglije, posebno na ventralni
dio, tj. na nucleus accumbens i susjedne dijelove njusne kvrzice (119,156,170,171).
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Dorzolateralni i sredisSnji dijelovi lateralnog entorinalnog korteksa i ventromedijalni
dijelovi medijalnog entorinalnog korteksa daju projekcije za caudate putamen (119) i
nucleus accumbens (119,156,170), dok substantia innominata prima vecinu projekcija

iz lateralnog entorinalnog korteksa (119).

Medijalni dijelovi lateralnog i medijalnog entorinalnog korteksa projiciraju na
kaudomedijalni dio nucleus accumbens, a lateralni dijelovi entorinalnog korteksa

projiciraju na lateralne dijelove nucleus accumbens (171).

1.9.3.6. Talamus

Pokazano je da postoji slaba projekcija lateralnog i medijalnog entorinalnog korteksa
na lateralnu skupinu jezgara dorzalnog talamusa (119,172), te na anterodorzalnu i
anteroventralnu jezgru talamusa, dok na anteromedijalnu jezgru projicira samo
medijalni entorinalni korteks (172). Nisu opisane entorinalne projekcije na ventralni dio

talamusa i nucleus reuniens (173).

1.9.3.7. Hipotalamus

Postoje vrlo slabe projekcije lateralnog i medijalnog entorinalnog korteksa prema
hipotalamusu (119). Mamilarna tijela hipotlamusa primaju projekciju iz medijalnog

entorinalnog korteksa sloja Il'i 11l (172).
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1.10. Hipoteza Sirenja proteina tau

Nakupljanje unutarstani¢nih agregata proteina tau i neurofibrilarnih lezija pozitivho
korelira sa stupnjem kognitivnog deficita u osoba s AD (93,174,175) i smatra se
glavnim mehanizmom patogeneze AD (176). Sli€no nakupljanje patoloski
modificiranog proteina tau uo¢eno je i u drugim neurodegenerativnim tauopatijama; u
bolesti argirofilnih tjeleSaca (177), progresivnoj supranuklearnoj paralizi (178) i
frontotemporalnoj demenciji (179). Sli€nosti izmedu ovih patologija i Sirenje duz
neuronskih veza dovode do pretpostavke da cerebralne proteinopatije imaju sli¢ne
stanicne i molekularne mehanizme Sirenja patoloSkog proteina. Druge dobro
okarakterizirane cerebralne proteinopatije koje se Sire neuronskim mrezama su
prionske bolesti. Stoga se smatra da su svi proteini navedenih patologija sli¢ni prionima
(180-184).

Prionske bolesti su rijetke neurodegenerativne bolesti koje karakterizira nakupljanje
pogreSno namotanih prionskih proteina. Prusiner i suradnici razvili su 1982. godine
hipotezu koja pretpostavlja da prioni djeluju kao infektivne Cestice odgovorne za Sirenje
patologije (185). Hipoteza je ubrzo potvrdena, te iako se izraz ,infektivan“ smatra
kontroverznim (186), pokazano je da abnormalni prionski proteini mogu potaknuti
konformacijsku promjenu prethodno normalnog prionskog proteina u patoloski oblik.
PatoloSki oblici tvore topive oligomere i naposljetku amiloidna vlakna. Mehanizam
stvaranja vlakana regrutiranjem monomera pomocu inicijalnog oligomera se naziva
sijanje (Slika 1.10.1) (187). Zanimljivo je da postoje razli€iti sojevi priona sa razli€itim
konformacijama fibrila (188). PatoloSki prioni se mogu prenijeti od stanice do stanice,
Sireci tako patologiju u nekoliko regija mozga. Vise novijih istrazivanja pokazalo je da
postoje i drugi proteini, kao amiloid beta, alfa sinuklein (189-194) i tau koji dijele sli¢na
svojstva kao prioni. Slicno kao i kod priona, postoje razliCiti sojevi sa razliCitim
funkcionalnim i fizikalno-kemijskim svojstvima (195,196). Shodno tome, Sirenje tau
patologije transsinapti¢kim prijenosom iz jedne regije mozga u anatomski povezane
regije, dovodi do razvoja hipoteze Sirenja proteina tau (197,198). Za istrazivanje Sirenja
proteina tau De Calignon i suradnici (197), te Liu i suradnici (198) koristili su model u
kojem je ekspresija ljudskog proteina tau ograni€ena samo na entorinalni korteks. U
takvom modelu uocili su Sirenje tau patologije na regije mozga anatomski povezane s
entorinalnim korteksom. Sli¢ne rezultate potvrdile su i druge istraZivacke grupe koje su

uocCile nastanak tau patologije u regijama koje su povezane s mjestom injiciranog
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proteina tau ili mjestom ekspresije virusnog vektora proteina tau (199-202). Ova
istrazivanja pretpostavljaju da se prijenos proteina tau dogada na ve¢im udaljenostima
duz eferentnih i aferentnih aksona, a ne kao rezultat blizine neurona mjestu injiciranog
proteina tau (197-199,203).

Monomer Pogresno Oligomer Fibril
namatanje

-
I -
N\
,
/ /ijanje
=

Slika 1.10.1. Sijanje proteina tau. Tau monomeri su prirodno topive, nenamotane i fleksibilne

molekule (naranasta boja). U patofizioloSkom procesu moze doci do blagog namatanja (crna
boja). U tauopatijama, pogreSno namatanje moze uzrokovati nakupljanje viSe monomera u
nestabilne multimerne oblike ili oligomere. Dodavanjem monomera mehanizmom sijanja,
pogreSno namotani tau proteini prenose svoja svojstva namatanja ve¢em broju monomera i
regrutiraju ih u stabilniji fibril. Crne strukture predstavljaju srz fibrila. Preuzeto i prilagodeno
prema: (204).

1.11. Model sirenja tau patologije

Sve je viSe in vitro i in vivo dokaza koji ukazuju da Sirenje tau patologije ukljuCuje vise
koraka: otpu$tanje proteina tau na sinapsama u izvanstani¢ni prostor i aktivni prijenos
u susjedni i/ili udaljeni neuron, djelovanje proteina kao Sablone prema kojoj dolazi do

konformacijske promjene endogenog proteina u patolodki i transport pogreSno
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namotanog proteina putem definiranih neuroanatomskih putova (182,205) (Slika
1.11.1).

Fizioloski uvjeti ~ tau
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Slika 1.11.1. Model Sirenja proteina tau. U fizioloSkim uvjetima tau proteini (narancasto)
primarno su locirani u aksonalnom dijelu neurona. Sirenje proteina tau zapoginje ranim
dogadajem pogre$nog smatanja. Sirenje se nastavlja duz neurona te se veliki broj proteina tau
nakuplja u somi i dendritu, te na sinaptiCkim zavrSetcima neurona. PogreSno smotani tau
proteini se prenose preko sinapsa od jednog neurona do iduc¢eg neurona u kojem regrutiraju
endogeni tau i prenose svojstva pogreSnog namatanja mehanizmom sijanja i tako Sire

patologiju. Preuzeto i prilagodeno prema: (204).
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1.11.1. Mehanizmi medustaniénog prijenosa proteina tau

Predlozeno je vise mogucih puteva medustaniCnog prijenosa proteina tau (Slika 1.11.
1.1). Prijenos unutarstani¢nog proteina tau izmedu stanica moguc je otpustanjem u
izvanstanicni prostor ili direktnim kontaktom izmedu stanica.

U izvanstanicnom prostoru dolazi do mehanizma otpustanja proteina tau iz jedne

stanice i mehanizma unosa proteina tau u drugu stanicu.

1.11.1.1. Otpustanje proteina tau

U otpustanje proteina tau uklju¢ena su dva tipa izvanstani¢nih vezikula: mikrovezikule
i egzosomi. Mikrovezikule nastaju direktno iz plazmatske membrane. Stvaranje
egzosoma zapocinje tijekom transformacije ranog endosoma u kasni. Invaginacijom
plazmatske membrane endosoma prema unutra dolazi do formiranja intraluminalnih
vezikula (intraluminal vesicles, ILVs). Nove invaginacije se javljaju u membrani ovog
endosoma koje dovode do stvaranja multivezikularnog tijela (multivesicular body,
MVB) koje se joS naziva kasni endosom. Kada se multivezikularno tijelo spoji s
plazmatskom membranom, intraluminalne vezikule se oslobadaju i nazivaju egzosomi
(206,207). Pokazano je da egzosomi nose prione (208), AR peptid (209) i sinuklein
(210,211). Medutim, novija istrazivanja pokazala su da se izvanstanicni proteini tau

uglavnom nalaze slobodni u mediju i nisu povezani s vezikulama (212,213).

1.11.1.2. Unos proteina tau

In vitro je pokazano da postoje mehanizmi kojima protein tau dodan u izvanstanicni
medij ulazi u somu sekundarnih stanica (214—-218). Tau monomeri i oligomeri takoder
u€inkovito ulaze u neurone diferencirane iz inducirane pluripotentne matic¢ne stanice
(219) i u astrocite u kulturi (220,221). Piacentini i suradnici uoCili su da unos
oligomernog tau unutar astrocita dovodi do stvaranja toksi¢nog u€inka na sinapticku
aktivnost neurona, a Martini-Stoica i suradnici uocili su da povecan unos u astrocite
moze znacajno smanijiti Sirenje tau (220,221). Mehanizam unosa proteina tau takoder

je opazen in vivo (218,222).
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Mehanizmi unosa proteina tau

Nekoliko istrazivanja pokazalo je da se unos proteina tau dogada klatrinom
posredovanom endocitozom ili endocitozom neovisnom o klatrinu (223-226). Unos
slobodnih tau agregata posredovano je heparan sulfat proteoglikanima (225,227) iako
je vjerojatno da su i drugi receptori takoder ukljuCeni u ove mehanizme. Mehanizam
unosa endocitozom moze aktivno sudjelovati u patoloSkom Sirenju proteina tau, sto je
pokazano s tri nezavisne studije u kojima su tau agregati izazvali puknuce
endomembrane (223,224,228) i ulazak u citoplazmu. Calafate i suradnici pokazali su
da BIN1, genetski ¢imbenik rizika za kasnu AD, negativno regulira ovaj endocitozni
put, te da gubitak funkcije BIN1 rezultira poticanjem Sirenja tau patologije povec¢anjem
internalizacije agregata endocitozom (223). Kada je endosomalna membrana puknuta,
putevi autofagije se aktiviraju kroz galektin-8 i NDP52 receptore (224). Stresom
posredovana ili farmakoloski inhibirana autofagija takoder potencira tau agregaciju sto
govori o klju¢noj ulozi autofagije u Sirenju tau patologije (224,229). Michel i suradnici
sugeriraju da se tau agregacija iz monomera moze dogoditi unutar endocitoznih

vezikula ¢ime se pogoduje Sirenju tau patologije (226).

Osim sekretornog puta, uoCeno je da u Sirenju patologije proteina tau sudjeluju
nanocjevc€ice (230,231). Nanocjev€ice su filamentozne membranske strukture koje
tvore mostove izmedu udaljenih stanica, te je uoCeno da prenose prionske proteine i
viruse (232,233). Tardivel i suradnici uoCili su da izvanstani¢ni protein tau moze

potaknuti stvaranje nanocjevcica (231).
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Slika 1.11.1.1. Mehanizmi medustaniénog prijenosa proteina tau. Predlozeni su razliCiti
putevi prijenosa proteina tau s neurona na neuron. Tau se izlu€uje u izvanstani¢ni prostor
translokacijom kroz plazmatsku membranu, mikrovezikulama, egzosomima koji nastaju
fuzijom multivezikularnih tijela s plazmatskom membranom., egzocitozom ili nanocjevCicama.
je. Unos proteina tau uglavnom se dogada kroz endocitozu (posredovanu klatrinom ili neovisnu
o klatrinu) i regulirano je heparan sulfat proteoglikanima (HSPG). Tau agregati mogu pobjeci

iz endosoma i doci do citoplazme. Preuzeto i prilagodeno prema: (234).

1.11.2.  Oblici proteina tau koji poticu Sirenje tau patologije

lako je Sirenje tau patologije istrazeno u mnogim in vitro (182,235,236) i in vivo
modelima (237), jo$ uvijek nije razjaSnjeno koji oblik proteina tau poti¢e konformacijsku
promjenu endogenog proteina u patoloski i uzrokuje Sirenje tau patologije. Medu
tauopatijama identificirani su razli€iti obrasci tau fosforilacije, izoforme, oblici, agregati

(238) i tau sojevi koji mogu uzrokovati Sirenje tau patologije (239).

lako su Mirbaha i suradnici identificirali stabilan oblik tau monomera koji moze djelovati

kao klica (240), veCina istrazivanja pokazala je da su topljivi oblici tau oligomera
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najskloniji djelovanju kao klice i Sirenju tau patologije (241-244).Vazno je naglasiti da
nacin pripreme i definicija tau oligomera znacajno varira medu razli€itim istrazivackim
grupama (245). IstrazivaCka grupa Rakeza Kayeda dodala je AB42 u pripremljene tau
oligomere (246) kako bi se mehanizmom nukleacije potakla agregacija monomernog
tau proteina i stvorili neurotoksicni tau oligomeri koji egzogenim dodavanjem SH-SY5Y

stanicama poti¢u stani¢nu smrt (246,247).

1.12. Zivotinjski modeli koristeni u istraZivanju $irenja tau
patologije

Istrazivanja koja su radena na transgeni¢nim miSevima koriste se razlicitim pristupima,
gdje je moguce injiciranje agregata dobivenog iz mozdanog tkiva Zivotinjskih modela
(237), mozdanog tkiva osobe s AD (248) ili mozdanog tkiva osoba s drugim
tauopatijama (239). Clavaguera i suradnici pokazali su da je za poticanje Sirenja tau
patologije anatomski povezanim regijama mozga dovoljno injiciranje tau agregata iz
miSeva s pove¢anom ekspresijom mutiranog proteina tau (P301S) u miSeve s
povecanom ekspresijom ljudskog proteina tau (237). Ista je skupina pokazala da
injiciranjem homogenata ljudskog tkiva iz razli€itih tauopatija u mozak glodavaca
nastaju lezije slicne morfologije kao u ljudi (239). Takoder, pokazali su nastanak tau
patologije u mozgu transgeniCnog miSa nakon intraperitonealne primjene tau agregata
(249).

Mnoga kasnija istraZivanja pokazala su da injiciranje tau agregata sintetiziranog in vitro
ili tau agregata dobivenog iz mozdanog tkiva moze potaknuti Sirenje tau patologije u
transgeniénim miSevima (199,201-203,250-254) Neka od tih istraZivanja pokazala su
u agregatima prisutnost misjeg tau, Sto sugerira da su injicirani agregati sposobni
regrutirati endogene tau proteine koji se formiraju u patoloski oblik (197,203,255,256).
Tome u prilog ide i opazanje da se tau patologija moZze izazvati u divljem tipu Zivotinja
koje inaCe ne pokazuju znakove tau patologije (255,256) i opaZanjima da je endogeni
misji tau ugraden u NFT koji nastaje u transgeni€énom miSevima koji eksprimiraju ljudski
P301L tau (257).
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U tim istrazivanjima koristi se miSji model s pove¢anom ekspresijom mutiranog
ljudskog proteina tau u koji se injicira oblik proteina tau koji djeluje kao klica. Da bi se
potaknuo razvoj bolesti, injiciranom proteinu tau dodatno je potrebna i povecana
ekspresija misjeg tau, bilo divljeg ili mutiranog tipa (239,258). U vecini tauopatija divlji
tip proteina tau agregira u filamente (238), medutim veéina dostupnih modela su
transgenine Zivotinje koje eksprimiraju mutirani protein tau i ne predstavljaju dobar
model neurofibrilarne degeneracije (259). Ti modeli pokazuju fazu ranih
neurofibrilarnih snopica bez razvoja neurofibrilarne degeneracije ili nastanka
kognitivnhog deficita (260-264). lako istrazivanja dokazuju moguc¢nost poticanja tau
patologije u transgenicnim miSjim modelima (203,237), ovi modeli pretezno
eksprimiraju protein tau s mutacijom P301S ili P301L (202), koja je uo€ena isklju€ivo
kod frontotemporalne demencije s parkinsonizmom zbog mutacije MAPT gena na
kromosomu 17 (FTDP-17), odnosno tauopatije u kojoj neuroni prolaze neurofibrilarnu
degeneraciju u samo nekoliko tjedana (265), dok je kod vecine drugih tauopatija
neurofibrilarna degeneracija vrlo spor proces (266), Sto ukazuje na zna€ajnu razliku u

temeljnim mehanizmima agregacije.

Transgeni¢ni modeli pogodni su za istrazivanja patogenih mehanizama bolesti, ali
unato€ koriStenju neuronskih promotora, ekspresija transgena potaknuta neuralnim
promotorom joS uvijek se moze detektirati u cijelom mozgu i vecina transgenicnih
Zivotinja ne uspijeva modelirati korake napredovanja bolesti od ranih neurofibrilarnih
snopi¢a do izvanstaniénih NFT (ghost tangles) (267). Stoga postoji potreba za
razvojem novih modela sporadi¢ne tauopatije u netransgenicnih Zivotinja kako bi se

istrazili specifi¢ni mehanizmi koji reguliraju njihovu patologiju.
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2. HIPOTEZA
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U tijeku promatranog razdoblja od devet mjeseci inokulacija tau oligomera u
entorinalnu mozdanu koru Wistar Stakora uzrokovat ¢e transsinaptiCko Sirenje i
patoloSku agregaciju tau proteina s mjesta injiciranja u projekcijska podrucja
entorinalne mozdane kore, napose hipokampalnu formaciju, a opseg i raspodijela tih

promjena pozitivno ¢e korelirati s promjenama ponasanja.

31



3. CILJEVI RADA
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3.1. Opcicilj

Cilj je ovog istrazivanja pokuSaj modeliranja odabranih aspekata tauopatije kod
Alzheimerove bolesti putem primjene predmnijevanog patogenog oblika (oligomera)

tau proteina u medijalni dio entorinalne mozdane kore Wistar Stakora.

3.2. Specificni ciljevi

1. Odrediti koji oblik proteina tau izaziva Sirenje i najvecCi opseg patoloSkih promjena
u razli¢itim vremenskim toCkama nakon intracerebralne primjene oligomera,
odnosno sintetskih fibrila proteina tau.

2. Odrediti koji oblik proteina tau djeluje neurotoksic¢no tako Sto Ce se istraziti nastale
strukturne promjene (gubitak neurona, nakupljanje tau proteina, nastajanje NFT) u
razliitim vremenskim toCkama nakon inokulacije proteina tau.

3. lIspitati promjene u kognitivnim sposobnostima u ovisnosti o injiciranom obliku
proteina tau i vremenu nakon primjene.

4. lIspitati u€inak davanja oligomera i sintetskih fibrila proteina tau na razine ukupnog
i fosforiliranog proteina tau u homogenatima mozdanog tkiva i likvora

eksperimentalnih Zivotinja.
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4. MATERIJALI I METODE
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4.1. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na muZjacima Wistar soja Stakora starosti 3-4 mjeseca,
uzgojenim na Institutu za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu
(Ksaverska cesta 2). Istrazivanje je provedeno na Hrvatskom institutu za istrazivanje

mozga (Salata 12) Medicinskog fakulteta Sveugili$ta u Zagrebu.

Postupci na Zivotinjama provedeni su sukladno sljede¢im pravnim normama i
smjernicama koje su trenutno na snazi u Republici Hrvatskoj: 1) Zakonu o zastiti
zivotinja (Narodne novine, broj 102/17); 2) Zakonu o izmjenama i dopuni Zakona o
zastiti zivotinja (Narodne novine, broj 32/19); (3) Pravilniku o zastiti zivotinja koje se
koriste u znanstvene svrhe (Narodne novine, broj 55/2013); 4) Pravilniku o izmjenama
Pravilnika o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (Narodne novine, broj
39/17); 5) vodiCem za drzanje i koridtenje laboratorijskih Zivotinja (268). Postupci su
odobreni od Ministarstva Poljoprivriede Republike Hrvatske i fakultetskog EtiCkog
povjerenstva za rad na zivotinjama — klasa: UP/I-322-01/15-01/61, broj: 525-10/0255-
15-9. Obuéena sam za rad s pokusnim Zivotinjama FELASA teCajem (Federation for

Laboratory Animal Science Associations), A i B kategorija, broj odobrenja FO60/17.

Zivotinje su drzane u nastambama s 12/12 h ciklusom izmjene svjetla i mraka, sobnom
temperaturom 21-25°C i vlagom u rasponu 40-70%. Prostor je obogaéen kutnim
kuCicama za Stakore, tunelima za igru za bolje i kvalitetnije koriStenje prostora te

materijalima za grizenje, trganje i manipuliranje.

Zivotinje su imale slobodan pristup standardiziranoj hrani (Hrana za $takore —
Mucedola, Milano, Italija). Iznimka od hranjenja ad libitum bilo je desetodnevno
razdoblje prije izvodenja testova ponaSanja kada je hrana bila nedostupna 12-14 sati

prije testiranja.

IstraZivanje je provedeno u skladu s vodi€ima za primjenu 3R nacela (replacement,

reduction, refinement — zamjena, smanjenje i poboljSanje) (269,270).
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4.2. Priprema proteina tau koristenih u eksperimentu

Sintetski fragment proteina tau koji sadrzi 4 ponavljajuce domene za vezanje s
mikrotubulima (4R) (2N4R; molekularne mase 45,9 kDa) sintetiziran je prema
protokolu opisanom u referenci broj (271) i darovan od prof. Rakeza Kayeda
(Galveston, TX, SAD). Tau oligomeri pripremljeni su tako da se 0,6 mg
rekombinantnog tau proteina inkubira s 200 pL 8 M uree kako bi nastao monomerni
protein tau koji se dijalizira preko noci s 1x PBS, pH 7,4. Za pripremu tau oligomera u
300 puL mati¢ne otopine tau proteina (1 mg/ml) dodaje se 700 yL 1X PBS, finalne
koncentracije 0,3 mg/ml. Oligomeri AB1-42 (7 pL, 0,3 mg/ml) dodaju se u pripremljene
tau oligomere i mijeSaju 1 minutu kako bi se mehanizmom nukleacije potakla
agregacija monomernog proteina tau i stvaranje neurotoksi¢nih tau oligomera (-
konformacije). Otopina se mijeSa na orbitalnoj mijeSalici na sobnoj temperaturi 1 sat.
Dobiveni tau oligomeri koriste se kao klica za sljedeci ciklus sinteze tau oligomera, a
postupak je ponovljen 3 puta kako bi se eliminirali ostatci ABi-42 (272). UspjeSan
nastanak tau oligomera provjerava se prema standardiziranim i opisanim protokolima
(271). Za dobivanje tau fibrila, tau oligomeri mijeSaju se na orbitalnoj mijeSalici pri

sobnoj temperaturi 24-48 sati.

4.3. Tijek pokusa

S obzirom na svrhu istrazivanja i na primjenu nacela 3R, broj Zivotinja sveden je na
minimum potreban za dobivanje statistiCki znaCajnih rezultata. Da bi rezultati
kognitivnih testova, kvantitativne analize histokemijskih i imunohistokemijskih
preparata imali dovoljnu statistiCku snagu od p < 0,05 jednosmjernom analizom
varijance, ANOVA, s post hoc Tukeyevim testom, potrebno je uzeti 10 Zivotinja po
skupini za vremensku toCku 4 mjeseca, 8 mjeseci i 11 mjeseci i 6 Zivotinja po skupini
za vremensku toCku 3 dana. EtiCku krajnju toCku, na koju upuéuju poteSkocCe sa
zdravljem, nelagoda ili stres, nije dostigla niti jedna Zivotinja te su svih 108 uklju¢ene

u istrazivanje.
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Vremenske toCke u kojima je vrSena analiza pona$anja zivotinja, kao i histokemijska i
imunohistokemijska analiza bile su 3 dana, 4 mjeseca, 8 mjeseci i 11 mjeseci nakon
stereotaksijske inokulacije tau oligomera ili tau fibrila. Za svaku vremensku toCku
odredene su zasebne skupine pokusnih Zivotinja. Zivotinje iz prve pokusne skupine
zrtvovane su 3 dana nakon inokulacije kako bi se bolje razlikovala difuzija proteina tau
u odnosu na njihovo Sirenje putem aksona, a preostale pokusne skupine 4, 8 i 11
mjeseci nakon inokulacije kako bi se pratilo Sirenje tau patologije kroz dulji vremenski
period, odnosno da bi zivotinje dostigle pribliZnu starost koja korelira starenju ¢ovjeka
(273).

Ukupan je broj Zivotinja ukljuenih u eksperiment 108 U svakoj pokusnoj skupini
zivotinje su nasumic¢nim odabirom rasporedene u 3 grupe. Prva je bila grupa zivotinja
koja je nulti dan jednostranom stereotaksijskom primjenom dobila tau oligomere, druga
grupa je nulti dan jednostranom stereotaksijskom primjenom dobila tau fibrile, a treca
grupa Zivotinja je nulti dan jednostranom stereotaksijskom primjenom dobila fizioloSku
otopinu (tablica 4.3.1).

Tablica 4.3.1. Broj zivotinja (n) po grupi koriStenih u eksperimentu.

Eksperimentalne vremenske toCke
Postupak
3 dana 4 mjeseca | 8 mjeseci 11 mjeseci
stereotaksijska primjena tau
: n=6 n=10 n=10 n=10
oligomera
stereotaksijska primjena tau
L n=6 n=10 n=10 n=10
fibrila
stereotaksijska primj
gg a ?”S a pn.mjena n=6 n=10 n=10 n=10
fizioloSke otopine

U vremenskim toCkama 4, 8 i 11 mjeseci nakon primjene tau oligomera, tau fibrila ili
fizioloSke otopine, prije Zrtvovanja ispitane su u svakoj pokusnoj skupini promjene u
uenju, pamcenju i ponasanju koridtenjem sljedecih testova: testa otvorenog polja,
testa prepoznavanja novog objekta, testa prepoznavanja nove lokacije objekta i T-
labirint testa (Slika 4.3.1).
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POKUSNE SKUPINE

tau oligomeri (n=6) —— 3dana + Western blot analiza
tau fibrili (n=6) (AT100, AT8, HT7, PHF1, CP13, T22)

fizioloska ot. (n=6) + Histokemija

(Nissl, Tioflavin S, Bielschowsky,

tau oligomeri (1=10)  ———ref 4 Mjeseci Gallyas Braak)
tau fibrili (n=10) R
fizioloska ot. (n=10) + Imunohistokemija

n. ‘ (AT8, 4G8, MC1,HT7, T22, AT100)

'I

Tl = Ttest OFT/NOR/NOL
- T it
x -‘H tau oligomeri (n=10 : : :
taufibrili  (n=10) . A mlesed
fizioloka ot. (n=10) } T
0.dan Ttest OFT/ NOR/NOL

tau oligomeri (n=10) | ; ;
tau fibrili (n=10) {11 mjeseci

fizioloka ot. (n=10)

Ttest OFT/ NOR/NOL

Slika 4.3.1. Shematski prikaz tijeka pokusa. Sve skupine Zzivotinja analizirane su
biokemijskim, histokemijskim i imunohistokemijskim metodama. U skupinama Zivotinja koje su
zrtvovane u vremenskim to¢kama 4, 8 i 11 mjeseci nakon nultog dana ispitane su promjene u
ucenju, pamcéenju i ponasanju koriStenjem testova kako je oznaceno na shemi. OFT, test
otvorenog polja; NOR, test prepoznavanja novog objekta; NOL, test prepoznavanja nove

lokacije objekta.
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1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

4.4. Metode

Stereotaksijski zahvat
e HistoloSka potvrda pravilnog injiciranja

Testovi za ispitivanje promjena u u¢enju, paméenju i ponasanju
e T-labirint test

e Test otvorenog polja

Test prepoznavanja novog objekta

Test prepoznavanja nove lokacije objekta
Prikupljanje bioloskih uzoraka
HistoloSka analiza tkiva
e Bojanje metodom prema Nisslu
e Bojanje Tioflavinom S
e Bojanje otopinom srebrnog nitrata (Bielschowsky metodom)
e Gallyas bojanje metodom po Braaku
Kvalitativna imunokemijska analiza proteina
¢ Kvalitativno odredivanje Sirenja AT8 imunoreaktivnosti
¢ Protokol imunohistokemijskog bojanja parafinskih rezova Stakorskog
mozga protutijelima AT8, HT7, MC1, 4G8, T22 i AT100
e Protokol imunofluorescentnog bojanja parafinskih rezova Stakorskog
mozga protutijelima SYN i T22
Kvantitativna analiza proteina western blot metodom
e QOdredivanje koncentracije proteina
e Analiza proteina iz mozdanog tkiva Stakora western blot metodom
Odredivanje koncentracije proteinskih bioloskih biljega ELISA metodom
e QOdredivanje koncentracije ukupnog Stakorskog tau proteina ELISA
metodom
e QOdredivanje koncentracije ApBi-42 ELISA metodom
o Odredivanje koncentracije fosforiliranog Stakorskog tau proteina
ELISA metodom

StatistiCka analiza

39



4.4.1. Stereotaksijski zahvat

Prije svakog pokusa tj. procedure anesteziranja i injiciranja proteina tau Stakori su
aklimatizirani kroz 2 sata, te podvrgnuti gladovanju (274).

Dan prije operacije Zivotinja je primila antibiotik Baytril (enrofloksacin, 100 mg/ml) u 1
L sterilne vode. Prije procedure injiciranja sintetskih fibriliziranih oligomera tau
proteina, tau oligomera, odnosno fizioloSke otopine Zivotinje su bile podvrgnute
pocetnoj anesteziji intraperitonealnom primjenom kombinacije anestetika i analgetika
Narketana (djelatna tvar ketamin) u dozi od 50 mg/kg i Xylapana (djelatna tvar ksilazin)

u dozi od 5 mg/kg.

Nakon pocetnog uspavljivanja, Zivotinja je prenesena u operacijsko polje te je
odrzavana preko inhalacijske maske u dubokoj anesteziji uz 2% - 2.5% inhalacijski
anestetik izofluran u 100%-tnom kisiku s protokom od 1 L/min. Koristen je TEC 3
(Eickemeyer-Medizintechnik far Tierarzte, Tuttlingen, Njemacka) sustav za
inhalacijsku anesteziju pomocu izoflurana. Zivotinje su nadzirane s obzirom na to jesu
li davale odgovor na blagi taktilni podrazaj, a postupak je zapoeo kada bi prestale

davati bilo kakav odgovor.

Zivotinje su se tijekom operacije drzale na grijanoj podlozi (37°C) kako ne bi doslo do
gubitka tjelesne topline. Glava Zzivotinje je prebrisana 70% alkoholom i steriinom
fizioloSkom otopinom te obrijana Skaricama i brijaim aparatom, a zatim paZljivo
uévrSéena u stereotaksijski okvir (Slika 4.4.1.1a). Pritom se posebna pozornost
obrac¢ala na pravilno namjeStanje poluge za usi. Na oci je primijenjen gel za oCi
Recugel (5%-tha otopina dekspantenola) kako ne bi doslo do isuSivanja oka. Mjesto
reza je premazano gazom natopljenom u 70%-tni etilni alkohol, a zatim i gazom
natoplienom s 2%-tnom otopinom klorheksidina. Postupak je ponovljen te se primijenio
betadin. Zivotinji je zatim dana lokalna subkutana injekcija lidokaina za potpunu

anesteziju na mjestu reza (maksimalna dopustena doza je 7 mg/kg) (275).

Zivotinjama je napravljen mali rez koZe u medijalnoj liniji te se tkivo drzalo otvoreno
pomocu retraktora. Tijekom cijelog postupka lubanja se odrzavala vlaznom pomocu
sterilne fizioloSke otopine . Nakon §to su odredene bregma i lambda, te je izmjerenai
provjerena njihova medusobna udaljenost, u tjemenoj kosti je dentalnom busSilicom
(busilicom s visokim brojem okretaja) s karbidnim svrdlima promjera 0,8 mmiili 1,6 mm
izbuSen otvor u polozaju entorinalne mozdane kore prema koordinatama iz
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stereotaksijskog atlasa Paxinos i Watson, 2006: bregma ML 4,8 mm, AP -6,84 mm,
DV 8,5 mm (276) (Slika 4.4.1.1b).

Slika 4.4.1.1. Postupak stereotaksijskog zahvata. (a) Kopf stereotaksijski uredaj Model 940
(David Kopf Instruments, Tujunga, CA, SAD). Preuzeto s mrezne stranice proizvodaca
(https://kopfinstruments.com/product/model-940-small-animal-stereotaxic-instrument-with-

digital-display-console/). (b) Prikaz postupka stereotaksijskog zahvata na nulti dan

eksperimenta.

Kako bi se moglo pristupiti entorinalnom korteksu bez oStecCivanja vaznih krvnih Zila i
struktura mozga, potrebno je napraviti bocCni prilaz strukturi naginjanjem

dorzoventralne ruke stereotaksijskog uredaja pod definiranim kutom (Slika 4.4.1.2a).

Buducéi da se dorzoventralna ruka naginje pod kutom od 10°, kona¢na dorzoventralna
koordinata injiciranja je 8,63 mm i izraZzava se kao DV' (Slika 4.4.1.2b). Kako bi se
priSlo ciljnoj strukturi s boc¢ne lijeve strane (kut od 10°), potrebno je i prilagoditi

mediolateralnu koordinatu koju potom izrazavamo kao ML'.

Konacne koordinate injiciranja su ML' 3,30 mm, AP -6,84 mm, DV' 8,63 mm, kut 10°.
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Slika 4.4.1.2. Kut injiciranja na DV ru¢ici stereotaksijskog uredaja namjesten na 10°. (a)
Dorzoventralna rucica stereotaksijskog uredaja moze se dorzoventralnim mikromanipulatorom
(srednja slika) nagnuti pod kutom 10° (b) dijagram nagiba dorzolateralne rucice. DV,
dorzoventralna koordinata; DV', kona¢na dorzoventralna koordinata nakon nagiba rucice pod
odredenim kutom; a, Cosinus alpha; ML, mediolateralna koordinata. Preuzeto i prilagodeno

prema Ferryju i suradnicima, 2014 (277).

Ovisno o skupini, Zivotinje su intracerebralno primile tau oligomere (4 pg u ukupnom
volumenu od 4 pl), tau fibrile (4 pg u ukupnom volumenu od 4 pl) ili fizioloSku otopinu
(4 ul) koriste¢i mikrolitarsku injekcijsku iglu Hamilton (Hamilton Company, Reno, NV,
SAD), a brzina injektiranja nije premasila 1 uL/min. Nakon injiciranja, igla je ostavljena
u polozaju tri minute, a potom se izvlacila brzinom 0,2 mm svakih 20 sekundi. Nakon
injiciranja rubovi koZe spojeni su pomocu 3-4 kirurSka Sava, rana je premazana 10%-
tnom otopinom povidon-joda (Betadine, Alkaloid, Skopje), te je provedena

postoperativna skrb zivotinja.

Postoperativna analgezija provodila se 4 dana. Tijekom toga razdoblja zivotinje su
peroralno dobivale ibuprofen (Nurofen, Reckitt Benckiser, Slough, VB) u preporu¢enoj
dnevnoj dozi od 15 mg/kg (278).

IstraZivanje Ezell i suradnika (279) na miSevima soja C57BL/6 oboljelih od ulcerativhog
dermatitisa, pokazalo je da dodavanje suspenzije ibuprofena u vodu za pice dovodi do
pozitivnog ucinka na lijeCenje lezija, odnosno Zivotinje pokazuju poboljSanu
konzumaciju vode i hrane, bolju lokomotornu aktivnhost, smanjen pruritus i brze

zacjeljenje lezija.
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Uzimanje analgetika u vodi za pice smanjuje negativan utjecaj stresa na organizam

koji nastaje prilikom obuzdavanja Zivotinje (280), te je povezan s

usporenim

zacjeljivanjem kozZne rane §to moZe povecati rizik postoperativne infekcije i hemoragije

(281). Stoga je svim Zzivotinjama za vrijeme trajanja postoperativne skrbi pracena

tielesna masa. Popis opreme i kemikalija koristenih prije, za vrijeme i nakon

stereotaksijskog postupka navedeni su u Tablici 4.4.1.1i14.4.1.2.

Tablica 4.4.1.1. Popis kemikalija koriStenih za stereotaksiju.

otopina za injekciju ili infuziju

Naziv Naziv proizvoda Proizvoda¢ (nositelj
odobrenja)

Antibiotik Baytril (enrofloksacin, 100 Bayer Austria (Bec,
mg/ml), otopina za primjenu u Austrija)
vodi za pice, za kokosi,
purane i kunic¢e

Anestetik Narketan 100 mg/ml Vetoquinol (Lure Cedex,
(ketamin) otopina za injekciju Francuska)

Analgetik Xylapan 20mg/ml (ksilazin) Vetoquinol (Lure, Cedex,
otopina za injekciju Francuska)

Analgetik Lidokain Belupo 20 mg/ml Belupo (Koprivnica, RH)

Inhalacijski anestetik

Izofluran
Forane® isofluranum

ADbott (Lake Bluff, IL,
SAD)

Analgetik

Nurofen za djecu 100 mg/5
ml, oralna suspenzija

Reckitt Benckiser
(Slough, VB)

Medicinski kisik

Medicinski kisik, boca tip
50/200

Messer Croatia Plin
(Messer, Zagreb, RH)

Antiseptik/ dezinficijens

Betadine (10%-tna otopina
povidon joda za kozu)

Alkaloid (Skopje,
Republika Sjeverna
Makedonija)

Gel za o€i

Recugel (5%-tna otopina
dekspantenola, gel za o€i)

Bausch & Lomb, (New
Jersey, NJ, SAD)
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Tablica 4.4.1.2. Popis opreme koriStene za stereotaksijski zahvat

Naziv

Naziv proizvoda

Proizvodac

Inhalacijska maska

Rat Anesthesia Mask, Model
906

David Kopf Instruments
(Tujunga, CA, SAD)

Sustav za
anesteziju

inhalacijsku

Izofluran ispariva¢ TEC 3

Eickemeyer -
Medizintechnik flr
Tierarzte (Tuttlingen,
Njemacka)

Stereotaksijski okvir

Small Animal Stereotaxic
Instrument with Digital
Display Console, Model 940

David Kopf Instruments
(Tujunga, CA, SAD)

Poluga za uSi

Tip Rat Ear Bars, Model
957 18°

David Kopf Instruments
(Tujunga, CA,SAD)

Dentalna busSilica

Microdrill, Model Ultimate XL-
K

Nakanishi (Tochigi,
Japan)

Karbidno svrdlo

Horico svrdla #105, #108,
#106 ili #109

Hopf, Ringleb & Co.
(Berlin, Njemacka)

Mikrolitarska
igla

injekcijska

Hamilton microliter syringe,
Model 701 RN SYR, NDL

Hamilton Company
(Reno, NV, SAD)
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4.4.1.1. HistoloSka potvrda pravilnog injiciranja

Zeljeno mjesto injiciranja potvrdeno je injiciranjem boje Evans Blue (Evansovo plavilo)
prema sljede¢im koordinatama: ML' 3,30 mm, AP -6,84 mm, DV' 8,63 mm, kut
10°(276). Nakon injiciranja boje, mozak je uklopljen u parafin, serijski narezan na
koronarne rezove debljine 10 um i obojan metodom prema Nisslu (Slika 4.4.1.1.1a).
Mjesto nakupljanja boje usporedeno je s dijagramom razine iz atlasa Paxinosa i
Watsona (276) (Slika 4.4.1.1.1b).

Bregma -6.84 mm Interaural 1.44 mm

Slika 4.4.1.1.1. Shematski prikaz kuta injiciranja u medijalni dio entorinalne mozdane
kore desne hemisfere i potvrda mjesta injiciranja pomoéu Evansovog plavila. (a) Na
preparatu obojanom metodom prema Nisslu crvenom je strelicom prikazan kut i mjesto
injiciranja (koordinate ML' 3,30 mm, AP -6,84 mm, DV' 8,63 mm, kut 10°. (b) Potvrda mjesta
injiciranja pomo¢u Evansovpg plavila (desno) i dijagram odgovaraju¢e razine (-7,56 mm
bregma) preuzete iz Paxinos i Watson, 2013 (lijevo).
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4.4.2. Testovi za ispitivanje promjena u ucenju, pamdcenju i
ponasanju

Sve tri skupine Wistar Stakora bile su podvrgnute bateriji testova za ispitivanje

promjena u ucenju, pamcenju i ponasanju redoslijedom navedenim u Tablici 4.4.2.1.

Tablica 4.4.2.1. Protokol izvodenja testova ponasanja.

Dan Test

1-12 T-labirint test

13 Test otvorenog polja

14 - 15 Test prepoznavanja novog objekta

16 - 17 Test prepoznavanja nove lokacije objekta

Svi su testovi izvodeni uvijek u istom vremenu, s poCetkom u 14 h i zavrSetkom do 19
h, pri stalnoj sobnoj temperaturi i umjerenom osvjetljenju. Testove ponasanja je uvijek
izvodila ista osoba (LLH), dok su rezultate biljeZila 2 neovisna promatra¢a. Na kraju su
izraCunate srednje vrijednosti rezultata. Nakon svake testirane Zivotinje aparatura je

oprana antiseptikom i vodom.

4.4.2.1. T-labirint test (T-test)

Ovaj protokol opisuje upotrebu T-labirinta i uskracivanje hrane radi procjene radnog

prostornog pamcenja.

Aparatura za T-labirint radena je po mjeri, a sastojala se od mat crnog pleksiglasa u

obliku slova T s ravnim pocCetnim krakom i dva ciljna kraka (Slika 4.4.2.1.1).
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70 cm

10 cm 10cm
30cm 30cm
50 cm 50 cm
10cm 10 cm
10cm

Slika 4.4.2.1.1. Skica aparature koriStene za T- labirint test s prikazanim dimenzijama
svih krakova.

Prirodna sklonost Stakora je da u T-labirintu mijenja odabir ciljnog kraka (282) pri Cemu
odgovor na svaki sljedeCi odabir ovisi o prethodnom odabiru (283). Testiranje
zapocinje stavljanjem Zivotinje u po€etnu poziciju, odnosno na bazu T-labirinta. Na taj
nacin joj je dopusten slobodan izbor jednog od ciljnih krakova. Ukoliko se dva pokusSaja
daju u brzom slijedu, na drugom pokuSaju zivotinja tezZi izboru kraka koji nije
posjecivan, Sto odrazava pamcenje prvog izbora. Taj se fenomen naziva spontanom
alternacijom (284). Izmjenjivanje strana moze se potaknuti gladovanjem ili pak
nagradivanjem hranom ukoliko Zivotinja izabere ispravnu stranu tijekom alternacija.

Obje alternacije, spontana i nagradena, osjetljive su na disfunkciju hipokampusa (285).

U postupku ispitivanja zivotinja postoje dva stadija: probni stadij (kada Zivotinja
prikuplja informacije i pamti odlazak u posjeceni krak) i stadij izbora (kada Zivotinja

odabire izmedu prethodno posje¢enog i neposjecenog kraka).
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Protokol izvodenja T-labirint testa

Prije poCetka testiranja bilo je vazno smanijiti unos hrane kako bi Zivotinje bile
motiviranije za nagradu u obliku hrane. Moguénost unosa hrane je smanjivana sve dok
tielesna masa Zivotinja nije pala na vrijednost od oko 85-90% uobiajene. Tada se
zapocelo s izvodenjem T-labirint testa, a Zivotinje su svakodnevno vagane da biim se
putem kontrole unosa hrane navedena vrijednost tjelesne mase s pocetka testiranja

odrzala u istom rasponu od 85-90% uobiCajene sve do kraja testiranja.

Postupak izvodenja T-labirint testa ima stadij privikavanja, treniranja i testiranja
(Tablica4.4.2.1.1.).

Tablica 4.4.2.1.1. Shematski prikaz stadija privikavanja, treniranja i testiranja T-labirint
testom.

STADIJ PRIVIKAVANJA STADIJ TRENIRANJA STADIJ TESTIRANJA
3 dana 1dan 1 dan 3 dana 1 dan 4 dana
15 min/ 15 min 15 min 1 poku&aj/ 10 poku$aja/ = 10 poku$aja/
dan dan dan dan
Privikavanje = Privikavanje Privikavanje = Privikavanje Prisilan i Slobodan
na na T-labirint | nanagradu = na nagradu slobodan odabir ruke
istraZivaCa po cijelom | nakrajevima | odabir ruke
T-labirintu ruku

Stadij privikavanja na istraZivac¢a i na T-labirint

Prije testiranja vazno je da se Zivotinje priviknu na rukovanje od strane ispitivaCa te na
hranu koja ¢e posluziti kao nagrada. Stoga se u razdoblju od 3 dana po 15 minuta
dnevno zivotinja privikava na rukovanje te na okus hrane koja ¢e im sluziti kao nagrada
u stadiju testiranja. Hrana se Zivotinjama stavljala izravno u kavez u maloj posudici 1

sat prije no¢nog ciklusa.

Radi smanjivanja utjecaja stresa na rezultate testiranja, nakon $to su se Zivotinje
privikle na rukovanje, bilo je vazno priviknuti ih i na sam T- labirint. U tu svrhu su po
dvije Zivotinje iz istog kaveza stavljane zajedno u T- labirint da slobodno istrazuju 15

minuta jedan dan.

Stadij treniranja
U stadiju treniranja Zivotinje su najprije nauc¢ene da se nagrada nalazi na krajevima

ljevog i desnog ciljnog kraka, $to je provjeravano na nacin da su Zivotinje uspjeSno
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zavrSile zadatak u okviru jednog poku$aja u roku od 90 sekundi (od trenutka podizanja
vrataSca na pocetnoj poziciji do ulaska zZivotinje sa sve Cetiri Sape i repom u jedan od
cilinin krakova). Stadij treniranja trajao je ukupno 4 dana, pri ¢emu se prvi dan hrana
stavljala po cijelom T-labirintu, dok se u preostala tri dana stavljala samo u posudice

na krajevima lijevog i desnog ciljnog kraka.

Zivotinje su se stavljale na pogetnu poziciju i pustale slobodno istraZivati kroz razdoblje
od nekoliko dana sve dok im nije postalo ugodno, tj. dok nisu istrazivale bez

prekomjernog uriniranja i defekacije te kada su pojele nagradu.

Stadij testiranja

Ulazak u jednu ruku blokirao se barijerom, a nagrada (¢okoladne kuglice) je stavljena
na krajeve neblokirane ruke. Zivotinja se zatim stavila u T- labirint na startnu poziciju
iza vrataSca, te je pusStena da ude u neblokiranu ruku i pojede nagradu (Slika
4.4.2.1.2a). Nakon primoranog poku$aja, mijenjala se pozicija hrane te je slijedila
inverzija u¢enja. Kada je Zivotinja pojela svu nagradu, maknula se barijera i stavila se
hrana u ruku koja je bila prethodno blokirana. Stakor je stavljen u start poziciju, dignuta
su vrataSca i dopustilo mu se da ude u bilo koju od dvije ruke. Ukoliko je uSao u ruku
s hranom, dozvoljeno mu je da pojede nagradu i potom je vracen na start (Slika
4.4.2.1.2b). Ukoliko je uSao u ruku gdje nema nagrade dozvoljeno mu je da pogleda u
praznu posudu i vrac¢en je na start (Slika 4.4.2.1.2c). Svaki poku$aj se morao zavrsiti
ispod 2 minute. Nagrada je ostala na istome mjestu sve dok ju Stakor nije pronasao,
odnosno nije se mijenjala ruka u kojoj je bila nagrada. Ukoliko je naSao nagradu u

svakom idu¢em pokusaju nagrada se stavila u ruku u kojoj nije prethodno bila.
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a) PRISILNI ODABIR

L e R
Nagrada
START pozicija
b) c)
SLOBODNI ODABIR - TOCAN SLOBODNI ODABIR - NETOCAN
L K 7 R LI| e R
. N |
Nagrada Nagrada

START pozicija START pozicija

Slika 4.4.2.1.2. Shematski prikaz testiranja pomoc¢u T-labirinta. (a) Kod prisilnog odabira,
Zivotinja je bila stavljena na pocetnu poziciju (START) iza vrata$ca te joj je bilo dopusteno uci
u neblokiranu ruku i pojesti nagradu. (b) U slobodnom pokusaju, to€an odgovor je biljeZzen
samo ukoliko je Zivotinja usla u ruku s hranom. Tada joj je dopusteno pojesti nagradu i potom
je vracena na pocetnu poziciju (START). (c) Neto€an odgovor je biljezen ukoliko je Zivotinja
usla u ruku u kojoj nije bilo nagrade. Tada joj je dopusteno pogledati u praznu posudu te je
vraéena na pocetnu poziciju (START).

Alternacija, odnosno to€an odabir raunao se kada je Stakor uSao u suprotnu ruku u
usporedbi s prethodnim pokusajem u jednom setu testiranja (svaki set se sastojao od
dva pokusSaja, odnosno pokuSaji 1 i 2 sacinjavali su prvi set, pokuSaji 3 i 4 drugi set i
tako redom, sve do pokusaja 9 i 10 koji su Cinili peti set testiranja). Neto€an odabir je
biljezen ako je Stakor odabrao istu ruku kao i u prethodnom poku$aju; u tom je slu¢aju

vracen na pocetak (START) bez davanja nagrade.
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Testiranje se izvodilo jednom dnevno, a sastojalo se od 10 pokuSaja u trajanju od 90
sekundi, sto je bilo dovoljno za dokazivanje razlika izmedu grupa. Testiranje se
ponavljalo 4 ili viSe dana, ovisno o kontrolnim Zivotinjama, odnosno kada su kontrolne

zZivotinje postigle barem 80%-tnu to€nost alternacije.

Rezultati testa izraZzavali su se kao postotak to€nih odabira u svakom setu testiranja.

4.4.2.2. Test otvorenog polja (OFT)

Test otvorenog polja koristi se za prou€avanje lokomotorne aktivnosti i aktivnosti
pretrazivanja okoline, ali i kao model za istrazivanje ponaSanja povezanih s
anksioznos$cu pri izlaganju zivotinje nepoznatoj okolini (286). Parametri mjereni testom

otvorenog polja navedeni su u Tablici 4.4.2.2.1.

OFT provodi se u otvorenom polju (open field, OF). Sprava za testiranje u otvorenom
polju napravljena je po mjeri i sastojala se od Cetvrtaste kutije od pleksiglasa dimenzija
90 x 90 cm s oznacenim poljima na dnu veli€ine 14 x 14 cm i zidovima visine 70 cm.

Iznad kutije postavljena je video kamera i izvor svjetlosti intenziteta 70—80 luksa (287).

Zivotinje su se testirale uvijek u isto doba dana. Kako bi se smanjila moguénost rasapa
rezultata zbog vanjskih utjecaja, testiranja u sve tri vremenske toCke radila je samo
jedna osoba bez prisustva drugih. Testiranje je vr§eno u istoj sobi za testiranje te u
istim uvjetima temperature, vlage i svjetla. Prije testiranja Zivotinje su se privikle na
rukovanje da bi se smanijio stres tijekom testiranja, a kako je prethodno ve¢ opisano.
Sprava se prije koridtenja, te izmedu svakog testiranja prebrisala 50% etanolom i

ostavila da se osusi.

Prije nego se Zivotinja stavila u arenu pokrenuto je snimanje video kamerom (AHD-B1-
1080P full hd 1920x1080 bullet ir kamera, HDVision, Heidelberg, Njemacka). Zivotinja
se uzimala iz kaveza hvatajuci za rep i spustala u donji lijevi kut arene, pazeci pritom
da joj je glava okrenuta prema zidu. Snimanje je trajalo 5 minuta za svaku Zivotinju, pri

¢emu se ispitiva¢ udaljio iz prostorije (Slika 4.4.2.2.1).
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Slika 4.4.2.2.1. Shematski prikaz testa otvorenog polja. Vidi tekst za pojedinosti.

Tablica 4.4.2.2.1. Popis varijabli mjerenih testom otvorenog prostora.

Popis varijabli mjerenih testom otvorenog prostora

Ukupna prijedena udaljenost (broj prijedenih kvadrati¢a)

Podizanje na straznje noge (broj podizanja)

Ulasci u srediSnju zonu (broj ulazaka)

Vrijeme provedeno u sredi$njoj zoni (S)

SrediSnja zona definirana je kao kvadrat u sredistu arene dimenzije 30 x 30 cm, a
ulazak u tu zonu racunao se kada je Stakor u nju kroCio sa sve Cetiri Sape. Glodavci
inace ne vole biti u sredidtu arene, izbjegavaju osvjetljene otvorene prostore i radije se

krec€u u blizini zidova (tigmotaksija) (288).

Ukupna prijedena udaljenost racunala se kao ukupan broj prijedenih kvadrati¢a tijekom
testiranog razdoblja te se upotrebljavala kao mjera lokomotorne aktivnosti Zivotinje. U
svrhu odredivanja stupnja eksploratornog ponasanja okoline kvantificirao se ukupan
broj podizanja na straZnje noge u testiranom razdoblju. Rizi€no ponaSanje istrazuje se
mjerenjem ukupnog broja ulaska u srediSnju zonu arene. Povecano istraZivanje u

sredidnjoj zoni interpretiralo se kao tendencija rizicnom ponasanju.

Analiza se radila pregledavanjem snimke i unosom svih parametara od strane dvaju
ispitivaca, a kasnije se za svaku varijablu izraCunala srednja vrijednost (aritmetic¢ka

sredina).
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4.4.2.3. Test prepoznavanja novog objekta (NORT)

U testu prepoznavanja novog objekta Zivotinji se prvo pruzila mogucnost istraziti dva
identi¢na objekta, a zatim se jedan od dva objekta zamijenio novim. Test se temelji na
prirodnoj (urodenoj) radoznalosti Stakora koja ih potiCe da provode viSe vremena

istrazujuci novi objekt (289).

Test omogucuje mjerenje radnog, kratkoro€nog ili dugoronog paméenja ovisno o
vremenu izmedu treniranja i testiranja (290). Dodatno, test omogucuje analizu

istraZivaCkog i tjieskobnog ponaSanja (291).

Za NORT je upotrijebljena sprava za test otvorenog polja. Prije koristenja sprava je
oprana 50% alkoholom i ostavljena da se osusi. Objekti koristeni u testu bili su u 3
identicne kopije i napravljeni od inertnog materijala, odnosno plastike i metala. Objekti

su bili dovoljno teski da ih Zivotinja nije mogla pomaknuti ili srusiti.

Protokol izvodenja testa prepoznavanja novog objekta

Postupak izvodenja testa prepoznavanja novog objekta sastojao se od stadija

navikavanja (habituacije), stadija treniranja ili familijarizacije i stadija testiranja.

Stadij navikavanja (habituacije)
Zivotinja se stavila u arenu i omoguéeno joj je istrazivanje arene bez predmeta (kroz 5
minuta). Na taj naCin se postizalo da Zivotinju u stadiju treniranja viSe zanimaju

predmeti, a manje nova okolina.

Stadijj treniranja

U arenu su stavljena dva identi¢na objekta (A1, A2) medusobno udaljeni 30 cm te na
udaljenosti 15 cm od svakog zida. Zivotinje su se stavljale u arenu u doniji lijevi kut,
okrenute glavom prema zidu, a zatim testirane kroz razdoblje od 5 minuta i potom

vracene u svoj kavez (Slika 4.4.2.3.1a).
Stadij testiranja

Kako bi se testiralo dugoro€no paméenje, nakon 24 sata Zivotinje su se ponovno

stavljale u arenu. Objekti u areni nalazili su se na to¢no istim lokacijama, ali je objekt
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A2 zamijenjen s novim objektom (B) drugacijeg oblika, boje i teksture. Nakon testiranja

koje je trajalo 5 minuta Zivotinje su vracene u svoj kavez (Slika 4.4.2.3.1b).

a) b)

24 h

Slika 4.4.2.3.1. Shematski prikaz NORT-a. (a) U stadiju treniranja Zivotinje su izlozene
identi€nim objektima (Al i A2). (b) U stadiju testiranja zivotinja je izlozena prethodno
istrazenom objektu u stadiju treniranja (A1) i novom objektu (B).

Parametri koji su istraZivani su vrijeme provedeno istrazujuci objekt A1 i A2 u fazi
treniranja te vrijeme provedeno proucavajuci objekt Al i B u fazi testiranja.

Na temelju navedenih mjerenja temeljilo se izraCunavanje indeksa diskriminacije
(292,293).

Indeks diskriminacije omogucuje razlikovanje novog i poznatog objekta, odnosno
koristi razliku u vremenu istrazivanja poznatog i novog objekta, te se dobivena
vrijednost dijeli ukupnim vremenom istraZivanja novog i poznatog objekta. Rezultat
varira izmedu +1 i -1, gdje je pozitivan broj oznaCavao daje Zivotinja viSe vremena
provela s novim objektom, negativan rezultat znacio je da je viSe vremena provodila s
poznatim objektom, a O da nije bilo razlike u vremenu provedenom s poznatim,

odnosno novim objektom.

Indeks diskriminacije izrazen je formulom: ts - ta1/ ts + ta1, gdje je ta1 ukupno vrijeme
provedeno u istraZivanju poznatog objekta, dok je ts vrijeme provedeno u istrazivanju
novog objekta (290,294).

Vrijeme provedeno u istrazivanju objekta je raCunato samo ako je zivotinja njuskom

priSla objektu na udaljenost od < 2 cm.
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4.4.2.4. Test prepoznavanja nove lokacije objekta (NOLT)

U tom testu istraZivala se sposobnost Stakora prepoznati objekt kojem je vec bio
izloZzen, ali mu je promijenjena lokacija. U stadiju testiranja jedan objekt (A1) postavljen
je na istoj poziciji na kojoj je bio u stadiju treniranja. Drugi objekt (A2nL) stavio se na

novu lokaciju dijagonalno u odnosu na objekt Al (Slika 4.4.2.4.1).

24 h

A2y,

Slika 4.4.2.4.1. Shematski prikaz NOLT-a. (a) Stadij treniranja u kojemu je Zivotinja izloZzena
identicnim objektima (A1 i A2); (b) stadij testiranja u kojemu je Zivotinja izloZzena jednom

objektu na istoj poziciji (A1), a drugi se objekt nalazi na novoj poziciji (A2n.).

Parametri koji su istraZivani su vrijeme provedeno proucavajuci objekt A1 i A2 u fazi

treniranja i vrijeme provedeno proucavajuci objekt A1l i A2n. u fazi testiranja.

4.4.3. Prikupljanje bioloskih uzoraka

Tijekom postupka Zzrtvovanja sve su Zivotinje bile primjereno anestezirane i
analgezirane intraperitonealnom primjenom kombinacije anestetika i analgetika
Narketana (djelatna tvar ketamin) u dozi 80 mg/kg i Xylapana (djelatna tvar ksilazin) u
dozi 10 mg/kg.

Pet Zivotinja iz svake grupe Zrtvovano je za potrebe biokemijske analize. Prije
dekapitacije Zivotinjama je izvaden likvor iz najveée subarahnoidne cisterne (cisterna
magna) na nacin da je glava Zivotinje pri€vrS¢ena na stereotaksijski okvir i poloZzena

pod kutom od 110 stupnjeva da bi se lakSe priSlo cisterni magni (Slika 4.4.3.1).
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Cisterna magna je 3 mm? velika romboidna struktura koja se identificira kao malo
udubljenje, 12 mm kaudalno od baze uha izmedu zatiljka i atlasa (295). Likvor je
izvuCen pomocu inzulinske igle promjera 0,23 mm. Ukoliko je doSlo do kontaminacije
likvora krvlju, likvor je centrifugiran 15 minuta pri brzini od 1000 g i potom pohranjen

do analize na -80°C.

Odmah po dekapitaciji izvaden je mozak koji je potom seciran na hladnoj podlozi, te
su za daljnju analizu izuzeti: hipokampus lijeve i desne hemisfere te entorinalna
mozdana kora lijeve i desne hemisfere (296). Navedeni su blokovi mozdanog tkiva bili

odmah smrznuti uranjanjem u tekuéi dusik te spremljeni na -80°C do obrade.

Slika 4.4.3.1. Vadenje likvora iz najveée subarahnoidne cisterne (cisterna magna).

Shematski prikaz preuzet je iz rada Lebedeva i suradnika, 2004 (295).

Za potrebe histokemijskih i imunohistokemijskih analiza preostalih pet Zivotinja iz
svake skupine zZrtvovano je dekapitacijom uz prethodno transkardijalno perfundiranje
fizioloSkom otopinom i puferiranim 4% formalinom (PFA), te im je izvaden mozak.
Perfundirani mozak podijeljen je u dva bloka tako da je prerezan na granici izmedu
velikog i malog mozga i stavljen u puferiranu 4%-tnu otopinu formalina na sobnoj
temperaturi na 48 sata, nakon ¢ega je dehidriran kroz seriju rastucih otopina etilnog
alkohola (70% etanol 1 h, 70% etanol 23 h, 96% etanol 1h, 96% etanol preko noci,
100% etanol 1h, 100% etanol 2 h) i toluol (toluol 30 min, toluol 2 h). Potom je svaki
blok stavljen u tekuci parafin kroz 6 h, odnosno do potpunog stvrdnjavanja tako

dobivenih parafinskih kocaka.

56



4.4.4. Histoloska analiza tkiva

Nakon uklapanja tkiva mozga u 2 parafinske kocke, na mikrotomu su serijski narezani
koronarni rezovi debljine 10 um koji su nakon rastezanja u vodenoj kupelji stavljeni na

predmetna stakalca.

Tkivo mozga prouCavalo se bojanjem otopinom srebrnog nitrata prema
Bielschowskom, otopinom srebrnog jodida prema Gallyasu i Tioflavinom S. Bojanje

rezova metodom prema Nisslu posluZilo je za orijentaciju na susjednim rezovima.

Kod svih mozgova analizirane su hajmanje tri razine: razina na mjestu injiciranja (-6,84
mm od bregme), razina ispred mjesta injiciranja (na poziciji -5,64 mm od bregme) i

razina iza mjesta injiciranja (na poziciji -8,04 mm od bregme).

4.4.4.1. Bojanje metodom prema Nisslu

Prije bojanja prema Nisslu rezovi su deparafinirani uranjanjem redom u ksilol (2 x 10
min), 100%-tni etanol (2 x 5 min), 95%-tni etanol (2 x 5 min), 70%-tni etanol (2 x 5 min)

i destiliranoj vodi (dH20, 2 x 5 min).

Rezovi su bojani u 0,5%-tnoj otopini boje krezil-violet razrijedenoj u destiliranoj vodi u
volumnom omjeru 1:4 dok nije postignuto primjereno obojenje (uobiCajeno nakon
otprilike 10 minuta). Nakon bojenja slijedilo je ispiranje rezova s dH20 (1 x 1 min) i
odbojavanje u 70%-tnom etilnom alkoholu s 2 kapi 10%-tne octene kiseline. Nakon
odbojavanja uslijedila je dehidracija uranjanjem rezova redom u 70%-tni etanol (5 min),
96%-tni etanol (2 x 5 min), 100%-tni etanol (2 x 5 min) i ksilol (2 x 5min), te pokrivanje

preparata pokrovnim stakalcem.

4.4.4.2. Bojanje Tioflavinom S

Metodom bojanja Tioflavinom S analizirano je dolazi li nakon inokulacije proteina tau
do patoloskog nakupljanja amiloida u mozgu Stakora te do stvaranja sparenih uzvoijitih

filamenata (paired helical filaments, PHF) proteina tau (297).

Nakon deparafiniranja i rehidracije rezovi su inkubirani u mraku 8 minuta pri sobnoj

temperaturi u 1%-tno vodenoj otopini Tioflavina S (Sigma-Aldrich, #T1892-25¢g, St.
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Louis, MO, SAD). Tioflavin S se priprema tako da se otopi 1 g boje u 100 mL dH20 i

mijeSa na magnetnoj mijesalici kroz 15 minuta, nakon ¢ega se profiltrira i koristi svjez.

Rezovi mozdanog tkiva najprije su odbojani u 80% etanolu (2 x 3 min), zatim u 96%
etanolu (2 x 3 min) i na kraju isprani u dH20 (3x). Potom su preparati pokriveni

pokrovnicom i analizirani fluorescentnim mikroskopom.

4.4.4.3. Bojanje otopinom srebrnog nitrata prema Bielschowskom

Nakon deparafiniranja i rehidracije rezovi su inkubirani na tresilici u mraku u otopini
20% AgNOs3 (20 min) i potom isprani u destiliranoj vodi. Istoj otopini 20% AgNO3s dodao
se ishlapjeli amonijak i ponovila se inkubacija (15 min). Rezovi su isprani u destiliranoj
vodi s 3 kapi amonijaka, nakon ¢ega su inkubirani u otopini AGNOs, amonijaka i
razvijaca 3-5 minuta, odnosno dok nije postignuto primjereno obojenje. Potom su
isprani u dH20 (5 min), fiksirani u 5% otopini natrijevog tiosulfata (5 min) i ponovno
isprani u destiliranoj vodi (10 min), nakon €ega su dehidrirani i pokriveni (298).

Priprema otopina koridtenih u metodi prikazana je u Tablici 4.4.4.3.1.

Tablica 4.4.4.3.1. Priprema otopina koriStenih za Bielschowsky metodu.

20 g AgNOs3
Otopina AgNO; 100 mL dH.O

20 mL formalina
Otopina razvijaca 100 mL dH;0O
1 kap koncentrirane HNO3

0,5 g limunske kiseline

5% otopina natrijeva tiosulfata 5 g natrijeva tiosulfata
100 mL dH,0O

4.4.4.4. Gallyas bojanje metodom po Braaku

Nakon deparafiniranja rezovi su potopljeni u destiliranoj vodi i potom uronjeni 5 minuta
u 5%-tnu periodi¢nu kiselinu. Rezovi su isprani u destiliranoj vodi (2 x 5 min), uronjeni
u otopinu srebrova jodida (1 min), isprani u 0,5% otopini octene kiseline (10 min) i

ostavljeni u otopini razvijata 5 - 30 minuta. Potom su isprani u 0,5% otopini octene
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kiseline (3 min) i destiliranoj vodi (5 min) te stavljeni u 0,1% otopinu zlatovog klorida (5

min). Nakon toga su kratko isprani u destiliranoj vodi, stavljeni u otopinu 1%-tnog

natrijeva tiosulfata (5 min) i isprani u teku¢oj vodi. Rezovi su kontrastrirani u 0,1%

nuclear fast red boji 2 minute, isprani u tekucoj vodi, dehidrirani kroz seriju alkohola

(70%, 80%, 96%, 100%) po 3 minute u svakoj i na kraju u ksilolu te pokriveni

pokrovnicom.

Otopina razvijaCa pripremana je dodavanjem 50 ml otopine A, 15 ml otopine B i 35 ml

otopine C (Tablica 4.4.4.4.1).

Tablica 4.4.4.4.1. Priprema otopina koriStenih za Gallyas bojanje metodom po Braaku.

Otopina A

50 g natrijeva karbonata
1000 mL dH.O

Otopina B

2 g amonijeva nitrata

2 g srebrova nitrata

10 g tungstosilne kiseline
1000 mL dH;0O

Otopina C

2 g amonijeva nitrata

2 g srebrova nitrata

10 g tungstosilne kiseline
7,3 ml formaldehida
1000 mL dH;0O

Otopina srebrova jodida

40 g natrijeva hidroksida

100 g kalijeva jodida

35 mL 1%-tnog srebrova nitrata
500 mL dH.0O
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4.4.5. Kvalitativna imunokemijska analiza proteina

Blokovi mozdanog tkiva rezani su u serijske koronarne rezove debljine 10
mikrometara. Analizirane razine definirane su prema atlasu Paxinosa i Watsona (276)
i potvrdene bojanjem susjednih rezova po Nisslu. Za pracenje Sirenja neurofibrilarnih
promjena analizirana je razina na mjestu injiciranja (-6,84 mm od bregme), te razina
ispred (bregma -5,64 mm od bregme) i iza (bregma -8,04 mm od bregme) mjesta
injiciranja. KoriStena su protutijela AT8, HT7, MC1, 4G8, T22 i AT100. Specifikacije

protutijela i njihovi epitopi prikazani su u Tablici 4.4.5.1.

4.4.5.1. Semikvantitativho odredivanje Sirenja neurofibrilarnih promjena koje se

prikazuju pomocéu ATS8 protutijela

Analiza imunoreaktivnosti dobivene pomocu protutijela AT8 izvrSena je na nacin koji
su koristili Hurtado i suradnici (114) i Skachokova i suradnici (299). Na svakoj
analiziranoj razini odabrana su podrucja interesa (regions of interest, ROI) za daljnju
analizu u racunalnom programu Fiji (300) (Tablica 4.4.5.1.1). Vizualni prikaz rezultata

je pokazan kao ilustracija razine kodirana bojom.

Tablica 4.4.5.1.1. Semikvantitativha analiza AT8 imunoreaktivnosti.

Imunoreaktivnost Broj imunoreaktivnih stanica Boja
nije prisutna 0 siva

slaba 1-50 zelena
umjerena 51-100 Zuta
umjereno jaka 101-500 narancasta
jaka 501-2000 crvena
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Semikvantitativno odredivanje AT8 imunoreaktivnosti na razini -5,64 mm (od bregme)

Analiziran je koronarni rez mozga na razini -5.64 mm od bregme (Slika 4.4.5.1.1), s

odabranim ROI prikazanim u Tablici 4.4.5.1.2.
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Slika 4.4.5.1.1. Koronarni prikaz mozga Wistar Stakora na udaljenosti 5,64 mm od

bregme. To je jedna od triju glavnih razina upotrebljavanih u imunohistokemijskoj analizi.

Prikaz je preuzet iz stereotaksijskog atlasa mozga Stakora Paxinos, 2006 (276).
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Tablica 4.4.5.1.2. Popis imunohistokemijski analiziranih podrugéja interesa na razini -5,64

mm od bregme.

Polozaj u odnosu na

Podrucja interesa mjesto injiciranja

Retrosplenijalno podrucje (RSGa, RSGb, RSGc, RSD) rostralno
Vidno podrucje (V2MM, V2ML, V1, V2L) rostralno
Sludno podrucje (AuD, Au1, AuV) rostralno
Asocijacijsko podrucje sljepoocnog reznja(TeA) rostralno
Ektorinalni korteks (Ect) rostralno
Peririnalni korteks (PRh) rostralno
Dorzolateralni entorinalni korteks (DLENt) rostralno
Amigdalo-piriformno prijelazno podrucje (APir) rostralno
Amigdalo-hipokampalno podrucje (AhiPM) rostralno

Posteromedijalna kortikalna amigdaloidna jezgra (PMCo) rostralno

Ventralni subikulum (VS) rostralno
Dorzalni subikulum (DS) rostralno
CA1 (CAl polje) rostralno
CA3 (CA3 palje) rostralno
Nazubljena vijuga (MoDG, GrDG, PoDG) rostralno
Talamus (TH) rostralno
Crvena jezgra (RN) rostralno
Srednji mozak (MB) rostralno
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Semikvantitativno odredivanje AT8 imunoreaktivnosti na razini -6,84 mm

Analiziran je koronarni rez mozga na razini -6,84 mm od bregme (Slika 4.4.5.1.2), s

odabranim ROI prikazanim u Tablici 4.4.5.1.3.
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Prikaz je preuzet iz stereotaksijskog atlasa mozga Stakora Paxinos, 2006 (276).
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Tablica 4.4.5.1.3. Imunohistokemijski analizirana podruéja interesa analizirana na razini

bregma -6,84 mm.

Podrucja interesa

Polozaj u odnosu na
mjesto injiciranja

Medijalni entorinalni korteks (Ment)

Ciljno podrucje

Kaudomedijalni entorinalni korteks (CEnt) Medijalno
Ventralni intermedijalni entorinalni korteks (VIEnt) Medijalno
Dorzalni intermedijalni entorinalni korteks (DIEnt) Medijalno
Dorzolateralni entorinalni korteks (DLEnNt) Medijalno
Peririnalni korteks (PRh) Dorzalno
Ektorinalni korteks (Ect) Dorzalno
Asocijacijsko podrucje sljepooénog reznja (TeA) Dorzalno
Vidno podrucje (V2MM, V2ML, V1M, V1B, V2L) Dorzalno
Slusno podrucje (AuD, Aul, AuV) Dorzalno
Retrosplenijalno podrucje (RSGa, RSGb, RSGc, RSD) Dorzalno
Dorzalni subikulum (DS) Dorzalno
Ventralni subikulum (VS) Dorzalno
Postsubiculum (Post) Dorzalno
Parasubiculum (PaS) Dorzalno
Presubiculum (PrS) Dorzalno
CA1l (polje CAL) Dorzalno
Nazubljena vijuga (MoDG, GrDG, PoDG) Dorzalno
Srednji mozak (MB) Ventralno
Jezgre mosta Ventralno
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Semikvantitativno odredivanje AT8 imunoreaktivnosti na razini -8,04 mm od bregme

Analiziran je koronarni rez mozga na razini -8,04 mm od bregme (Slika 4.4.5.1.3), s
odabranim ROI prikazanim u Tablici 4.4.5.1.4.
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analizi. Prikaz je preuzet iz stereotaksijskog atlasa mozga Stakora Paxinos, 2006 (276).
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Tablica 4.4.5.1.4. Imunohistokemijski analizirana podrucja interesa na razini -8,04 mm

od bregme.
Podrugcja interesa quoiaj _u odnosu na
mjesto injiciranja
Medijalni entorinalni korteks (Ment) kaudalno
Kaudomedijalni entorinalni korteks (CEnt) kaudalno
Ventralni intermedijalni entorinalni corteks (VIEnt) kaudalno
Dorzolateralni entorinalni korteks (DLENt) kaudalno
Peririnalni korteks (PRh) kaudalno
Ektorinalni korteks (Ect) kaudalno
Asocijacijsko podrucje sliepootnog reznja(TeA) kaudalno
Vidno podruéje (V2MM, V1M, V1B, V2L) kaudalno
Retrosplenijalno podrucje (RSGA, RSD) kaudalno
Postsubiculum (Post) kaudalno
Parasubiculum (PaS) kaudalno
Retikularna jezgra mosta (PnO) kaudalno
Srednji mozak (MB) kaudalno
Most kaudalno
Rafe jezgre (DRD, DRV, DRL, PDR) kaudalno

4.4.5.2. Protokol imunohistokemijskog bojanja parafinskih rezova Stakorskog
mozga protutijelima AT8, HT7, MC1, 4G8, T22i AT100

Nakon deparafiniranja nizom ispiranja ksilolom i rehidracije etanolom rezovi su ispirani
u fosfatnom puferu (phosphate buffered saline, PBS, pH 7,4), nakon Cega je
provedeno otkrivanje epitopa antigena (antigen retrieval) kuhanjem rezova u citratnom
puferu (pH 6.0; za AT8 je dodan 0,05%-tni Tween 20x) na 700 W kroz 10 min, a zatim

20 min na 350 W. Rezovi su se nakon toga ohladili u digestoru kroz 20 min.
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Uslijedilo je ispiranje u PBS-u, pH 7,4 (3 x 10 min) te blokiranje peroksidazne aktivnosti
inkubacijom u metanolu s 0,03% vodikovim peroksidom na 30 min za HT7, MC1 i
AT100; 0,07% vodikovim peroksidom u dH20 na 15 min za AT8; 3%-tnim vodikovim

peroksidom u dH20 na 15 min za T22; 70%-tnom mravljom kiselinom za 4G8.

Nakon ispiranja u PBS-u pH 7,4 (3 x 10 min) uslijedio je blokiranje nespecificnih veznih
mjesta inkubiranjem u otopini za blokiranje (5%-tni albumin iz seruma goveda u PBS-
u s dodatkom 0,5%-tnog Triton X-100 za MC1 i 4G8; 5%-tni kozji serum u PBS-u s
dodatkom 0,5%-tnog Triton X-100 za HT7 i AT100; 10% kozji serum u Tris puferu za
AT8; 5%-tni kozji serum u PBS-u za T22). Blokiranje je provedeno kroz 1 sat nha sobnoj

temperaturi u vlaznoj komori.

Nakon blokiranja, rezovi su inkubirani preko noci pri 4°C u otopini primarnih protutijela
razrijedenih u otopini za blokiranje (Tablica 4.4.5.2.1). Priprema otopina koristenih za
imunohistokemijsko bojanje prikazana je u Tablici 4.4.5.2.2, a popis kemikalija
prikazan je u Tablici 4.4.5.2.3.

Kao pozitivne kontrole koristili smo uzorke mozgova bolesnika oboljelih od sporadi¢ne

Alzheimerove bolesti.

Tablica 4.4.5.2.1. Popis primarnih protutijela i primijenjenih razrjedenja u postupku

imunohistokemijskog bojanja.

Proizvoda¢, kataloski

broj, identifikacijska

Epitop oznaka prema Research

Resource oznakama
(RRID)

Primarno
protutijelo

Organizam | KoriSteno
porijekla razrjedenje

Thermo Fisher

Fosforilirani Scientific,

AT8 Ser202 i Thr205 Waltham, MA, SAD Mis 1:100
#MN1020

RRID:AD_223647

Thermo Fisher

159-163 amk Scientific,

HT7 proteina tau Waltham, MA, SAD Mis 1:1000
Covjeka #MN1000

RRID:AD_2314654
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5-151312-322 dar Dr. Peter Daviesa,
amk proteina tau Albert Einstein College .
MC1 of Medicine, NY, SAD Mis 1:20

RRID:AD_2314773

17-24 amk BioLegend, San Diego,
amiloida CA, SAD .
4G8 4800712 Mis 1:2000

RRID:AD_2734548

protutijelo na Sigma-Aldrich, St.
oligomere tau Louis, MO, SAD
T22 proteina HABNA54 Zec 1:200

RRID:AD_2888681

Thermo Fisher

fosforilirani Scientific
AT100 Thr212 i Ser214 Waltham, MA, SAD Mis 1:400
# MN1060

RRID:AD_223652

Dako, Glostrup, Danska
SYN Sinaptofizin # M7315 Mis 1:100
RRID:AD_2687942

Nakon ispiranja u PBS-u pH 7,4 (3 x 10 min), rezovi su inkubirani 1 sat u sekundarnom

protutijelu razrijedenom u otopini za blokiranje u razrjedenju od 1: 200.

Za primarna IgG protutijela AT8, HT7, MC1, 4G8 i AT100 koja su proizvedena u miSa
(a nisu oznaCena enzimom ili fluorescenthom molekulom) koristeno je sekundarno
protutijelo na Fc fragment primarnog misjeg IgG protutijela, a za primarno protutijelo
T22 proizvedeno u zeca, koriSteno je sekundarno protutijelo na Fc fragment zecjeg 1gG
(Tablica 4.4.5.2.3.). Rezovi su zatim bili ponovno isprani u PBS-u pH 7,4 (3 x 10 min)
te inkubirani 1 sat u tercijarnom kompleksu (A i B komponenta anti-mouse/rabbit
Vectastain ABC kita) koje se priprema u dvostruko razrijedenim otopinama za

blokiranje u omjeru 1:200.

Nakon ispiranja u PBS-u pH 7,4 (3 x 10 min) vizualizacija je postignuta inkubacijom u
otopini koja sadrzi diaminobenzidin, a zaustavljena ispiranjem u PBS-u i deH20 kroz
20 sekundi.
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Rezovi su nakon suSenja uronjeni u Histo-Clear (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, SAD), pokriveni Poly-Mount medijem (Polysciences, Inc. Warrington, PA, SAD)

i pokrovnim stakalcem.

4.4.5.3. Protokol imunofluorescentnog bojanja parafinskih rezova Stakorskog

mozga protutijelima SYN i T22

Nakon deparafiniranja nizom ispiranja ksilolom i rehidracije etanolom rezovi su ispirani
u PBS-u (pH 7,4), nakon Cega je provedeno otkrivanje epitopa antigena kuhanjem
rezova u citratnom puferu (pH 6,0) na 700 W kroz 10 min, a zatim 20 min na 350 W.
Rezovi su se nakon toga ohladili u digestoru kroz 20 min. Nakon ispiranja u PBS-u (3
x 10 min) uslijedio je blokiranje nespecifi¢nih veznih mjesta inkubiranjem u otopini za
blokiranje (1%-tni albumin iz seruma goveda u PBS-u s dodatkom 0,5 %-tnogTriton X-
100) 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja, rezovi su inkubirani preko noéi
pri 4°C u otopini primarnih protutijela razrijedenih u otopini za blokiranje (SYN 1:100;
T22 1:200) (Tablica 4.4.5.2.1). Nakon ispiranja u PBS-u (3 x 10 min), rezovi su
inkubirani 2 sata u sekundarnom protutijelu razrijedenom u otopini za blokiranje u
razrjedenju od 1: 200. Zatim su rezovi isprani u PBS-u (3 x 10 min) i pokriveni medijem
za pokrivanje. Priprema koriStenih otopina prikazana je u Tablici 4.4.5.2.2, a popis

kemikalija prikazan je u Tablici 4.4.5.2.3.

Tablica 4.45.2.2. Priprema otopina koristenih za imunohistokemijsko i

imunofluorescentno bojanje.

Naziv otopine Kratica Kemijski sastav
Fofsfatni pufer s PBST 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na;HPOs,,
dodatkom deterdZzenta 2 mM KH2PO,, 0,1%-tni Tween-20
Tweena
Fosfatni pufer PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na;HPO,,

2 mM KH;PO,, pH 7,4

Otopina za inhibiciju Predtretman 0,03%- tna otopina H.O, u metanolu
endogenih

0,07%- tna otopina H,O, u dH,O
3%-tna otopina H.O- otopina u dH,O

peroksidaza

70% mravlja kiselina
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Otopina za blokiranje

Triton/PBS

5%-tni albumin iz seruma goveda i 0,5%-tni

5%-tni kozji serum u 0,5% Triton/ PBS
10%-tni kozji serum u Tris puferu
5%-tni kozji serum u PBS-u

1%-tni albumin iz seruma goveda i 0,5 %-

tniTriton/PBS
Pufer za demaskiranje Citratni 9,5 mM limunska kiselina, pH = 6,0
antigena pufer
Tablica 4.45.2.3. Popis kemikalija koristenih za imunohistokemijsko i

imunofluorescentno bojanje.

Naziv

Naziv proizvoda

Proizvodac i kataloski
broj

Ksilol (zamjena)

Clear-Advantage
Xylene Substitute

Polysciences, Inc.
Warrington, PA, SAD

#24770

Medij za pokrivanje preparata

Poly-Mount

Polysciences, Inc.
Warrington, PA, SAD

#08381-120

Medij za pokrivanje preparata

VECTASHIELD®
Antifade Mounting
Medium

Vector Laboratories, Inc.
Burlingame,CA,SAD

#H-1000-10

Kit za vizualizaciju

imunohistokemijskih rezova

SIGMAFAST DAB with
Metal Enhancer Tablet
Set

Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, SAD, #D0426-50

Albumin iz seruma goveda

BSA (bovine serum
albumin)

Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

#A7906-100G

Tercijarni kompleks

Anti-mouse Vectastain®
ABC kit

Vector Laboratories, Inc.
Burlingame,CA,SAD

#PK-4002

Tercijarni kompleks

Anti-rabbit Vectastain®
ABC kit

Vector Laboratories, Inc.
Burlingame,CA,SAD

#PK-4001
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Sekundarno protutijelo na F¢
fragment primarnog misjeg
IgG protutijela

Anti-mouse Vectastain®
ABC kit

Vector Laboratories, Inc.
Burlingame,CA,SAD

#PK-4002

Sekundarno protutijelo na F¢
fragment primarnog zecjeg

Anti-rabbit Vectastain®
ABC kit

Vector Laboratories, Inc.
Burlingame,CA,SAD

IgG protutijela #PK-4001

Deterdzent Tween-20 Sigma Aldrich, St. Louis,

MO, SAD, #P1379

4.4.6. Kvantitativna analiza proteina western blot metodom

Koristeni su uzorci mozdanog tkiva hipokampusa te entorinalnog korteksa lijeve i

desne hemisfere koji su zamrznuti u teku¢em dusiku te pohranjeni na -80°C.

Prije daljnje analize uzorci su otopljeni i izvagani. Za vaganje je koriStena laboratorijska
vaga NewClassic MF (#JP503G, Mettler-Toledo, Greifensee, Svicarska).

Uzorci su homogenizirani 1 min ultrazvu¢nim soniciranjem (Microson Ultrasonic Cell
Disruptor, Misonix Inc., SAD) u hladnom puferu za lizu s dodatkom koktela inhibitora
fosfataza (PhosStop, Roche, Svicarska) i proteaza (Sigma Aldrich, SAD). (Tablica
4.4.6.2.3).

Sonicirano tkivo je centrifugirano 20 minuta pri 12000 rpm na 4°C te je supernatant
odvojen i spremljen na -80°C do mjerenja koncentracije proteina te analize proteina
western blot metodom (centrifuga: Hettich Universal 32R; Andreas Hettich GmbH &

Co, Tuttlingen, Njemacka).

4.4.6.1. Odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracije proteina u uzorcima koriSten je kit sa bicinkoninicnom
kiselinom (bicinchoninic acid assay, BCA; Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo
scientific, #23227, Rockford, IL, SAD).

Metoda koristi redukciju Cu?* iona u Cu* ion formiranjem biuret kompleksa u luznatom

mediju proteina. LjubiCasti produkt nastaje kada dvije molekule BCA keliraju jedan Cu”*
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ion. Nastali kompleks apsorbira svjetlost na 562 nm, a intenzitet boje proporcionalan

je koncentraciji proteina u uzorku.

Kao standard koristen je albumin iz seruma goveda (bovine serum albumine, BSA)
koncentracije 20.000 pg/mL. Za izradu bazdarnog pravca pripremljena su razriedenja

BSA u poznatim koncentracijama u rasponu od 20.000 pg/mL do 500 pg/mL.

Na mikrotitarsku ploCicu s 96 jaZica otpipetirano je u duplikatima po 10 pL uzorka
nepoznate koncentracije proteina te 10 yL svakog razrjedenja standarda. U svaku

jazicu je dodano po 200 pL BCA reagensa te je smjesainkubirana na 37°C, 30 minuta.

Koncentracija proteina u svakom uzorku proporcionalna je apsorbanciji te je odredena
pomocu jednadzbe kalibracijske krivulje, a podaci su analizirani u GraphPad Prism 8.0

programu (GraphPad Software, San Diego, CA, SAD).

4.4.6.2. Analiza proteina iz mozdanog tkiva Stakora western blot metodom

Uzorci su pripremljeni uzimanjem volumena koji sadrzi 20 ug proteina te inkubiranjem
u Laemmli puferu (Tablica 4.4.6.2.3.). Pripremljeni proteini inkubirani su 5 min pri

temperaturi od 95°C.

Elektroforetsko razdvajanje proteina

Nakon mjerenja koncentracije proteina jednake koli¢ine ukupnih proteina u uzorku (20
ug) kao i marker veli€ine proteina naneseni su u jazicu gela izradenih koristenjem TGX
Stain-Free FastCast seta (BioRad, Hercules, CA, SAD).

SDS-PAGE elektroforeza (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
se radila u puferu za razdvajanje proteina u elektric¢nom polju na 150 mA pri sobnoj

temperaturi.

TGX Stain-Free gelovi su se nakon elektroforetskog razdvajanja proteina aktivirali na
Biorad Chemidoc sustavu (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD) gdje dolazi do fluorescentne
detekcije ukupnih proteina razdvojenih na gelu, odnosno detektira se triptofanski

ostatak svih proteina za koji se veze trihalo komponenta iz gela (301).
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Prijenos proteina na membranu

Gel s elektroforetski razdvojenim proteinima transferiran je na nitroceluloznu
membranu pri 50 V u puferu za prijenos tijekom 120 min.

Nakon transfera, svi proteini preneseni na membranu vizualizirali su se pomoc¢u Biorad
Chemidoc sustava. Dobivena slika je pohranjena u digitalnom obliku i kasnije

analizirana radi kvantifikacije proteina od interesa.
Imunodetekcija

Nakon prijenosa proteina na membranu izvrSena je imunodetekcija. Nespecificno
vezanje blokirano je inkubacijom u trajanju od 60 min na sobnoj temperaturi u otopini
5%-tnog nemasnog mlijeka u prahu u TBS puferu za HT7, PHF1, CP13 i Tau-5; otopini
10%-tnog nemasnog mlijeka u prahu u TBS puferu za T22; u otopini 3%-tnog BSA u
TBS puferu s dodatkom Tween deterdzenta (TBS-T) za AT100 i AT8 protutijela.

Nakon blokiranja slijedila je inkubacija s odgovarajuéim primarnim protutijelom
razrijedenim u odgovarajucem puferu za blokiranje preko no¢i na 4°C (Tablica
4.4.6.2.1))

Nakon inkubacije, membrana je isprana u TBS-T puferu te je izvr§ena inkubacija na
sobnoj temperaturi u trajanju od 60 min s odgovaraju¢im sekundarnim protutijelom u
razrjedenju 1:2000 (Tablica 4.4.6.2.2.)

Membrane su isprane u TBST puferu te je provedena vizualizacija koriStenjem seta za
kemiluminiscentnu detekciju prema uputama proizvodaCa, a produkt reakcije je
vizualiziran koriStenjem Biorad Chemidoc sustava. Slike su pohranjene u digitalnom

obliku za daljnju obradu.

Kako bi se kvantitativho analizirao izrazaj proteina koristen je javno dostupan raCunaini
program ImageLab 6.0 (Bio-Rad Software, Hercules, CA, SAD) kompatibilan s

Chemidoc sustavom za vizualizaciju.
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Tablica 4.4.6.2.1. Popis primarnih protutijela i primijenjenih razrjedenja koriStenih za

analizu proteina western blot metodom.

Primarno Epito Proizvoda¢, kataloski Organizam Koristeno
protutijelo pitop broj i RRID porijekla razrjedenje
Thermo Fisher
Eosforilirani Scientific, Waltham,
AT8 Ser202 i MA, SAD Mi& 1:200
Thr205 #MN1020
RRID:AD 223647
Thermo Fisher
159-163 amk |  Scientific, Waltham,
HT7 proteina tau MA, SAD Mis 1:200
Covjeka #MN21000
RRID:AD 2314654
Protutijelo na Sigma Aldrich, St.
oligomere Louis, MO, SAD
T22 tau proteina #ABN454 Zec 1:1000
RRID:AD_2888681
Thermo Fisher
Fosforilirani Scientific
AT100 Thr212 i Waltham, MA, SAD Mig 1:500
Ser214 # MN1060
RRID:AD_223652
dar Dr. Peter Davies-a,
e Albert Einstein College .
PHF1 g((;f;%rgliragér of Medicine, Bronx, NY Mis 1:1000
404 RRID:AB_2315150
dar Dr. Peter Davies-a,
Eosforilirani Albert Einstein College .
CP13 Ser202 of Medicine, Bronx, NY Mis 1:1000
RRID:AB_2314223
Thermo Fisher
210-241 amk | Scientific
TAU-5 proteina tau Waltham, MA, SAD Mig 1:250
# AHB0042
RRID:AB_2536235
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Tablica 4.4.6.2.2. Popis sekundarnih protutijela te odgovarajucih razrjedenja koristenih

za analizu proteina western blot metodom.

Sekundarno Sekundarno Pr0|zvv o_dac,_k_ Organizam Koristeno
i . ataloski broj i - . .
protutijelo protutijelo RRID porijekla razrjedenje
- -~ Cell Signaling
protutijelo na migji
IgG F. fragment Technology,
. Danvers, MA,
Anti- mouse konjugirano s SAD
10G peroksidazom konj 1:2000
g hrena (horse- #7076
ﬁ‘g's)h peroxidase, | ppib:AB 330
924
Cell Signaling
Technology,
protutijelo na zedji Danvers, MA,
Anti-rabbit I9G F. fragment SAD )
19G konjugirano s #7074 koza 1:2000
HRP-om
RRID:AB_209
9233

Za analizu proteina western blot metodom koristene su otopine i puferi pripremljeni

prema receptu u Tablici 4.4.6.2.3. te kemikalije prikazane u Tablici 4.4.6.2.4.

Tablica 4.4.6.2.3. Priprema otopina i pufera koriStenih za analizu proteina western blot

metodom.
Naziv otopine Kratica Kemijski sastav
Pufer za izolaciju Laemmli 200 mM Tris-HCI pH 6,8; 40 % (v/v) glicerol, 8%-
proteinas pufer tni SDS, 0,04 % (w/v) bromfenol-plavo, 0,05% B-
reducirajucim merkaptoetanol, 8 mM EDTA
agensom
Pufer za Running 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% natrij dodecil
razdvajanje buffer sulfat
proteina u
elektricnom polju
Pufer za Transfer 25 mM Tris, 192 mM glicin, 20% (v/v) metanol
prenoSenje pufer
proteina s gela na
membranu
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Tris pufer TBS 20 mM Tris, 150 mM NacCl

Tris pufer s TBST 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween 20
dodatkom Tween

deterdzenta

Fosfatni pufer PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na;HPO,4, 2 mM

KH.PO,, pH 7,4

Otopina za blokiranje 5%-tno mlijeko u prahu u TBS-u, 10%-tno mlijeko
u prahu u TBS-u, 3%-tni BSA u TBST-u

Pufer za lizu s dodatkom inhibitora RIPA pufer 2X, 10 mM NaF, 2 mM NazVO,4, 1 mM
PMSF, 10x PIC, 20 mM B glicerofosfat (BGP), 40
mM Tris HCI, pH 7.4, 300 mM NaCl, 2 mM EDTA,
1% natrij deoksikolat, 0,2% SDS, 2% Triton X-100,
20% glicerol, dH.0

Pufer za lizu RIPA 2X 40 mM Tris-HCI 7.4pH, 2% Triton x-100, 1%-tni
natrijev deoksikolat, 0,2% SDS, 300 mM NacCl, 2
mM EDTA, 20%-tni glicerol

Tablica 4.4.6.2.4. Popis kemikalija koriStenih za analizu proteina western blot metodom.

Naziv Naziv proizvoda Proizvodac i kataloski
broj
Gel TGX Stain-Free FastCast BioRad, Hercules, CA,
Acrylamide Kit, 10% SAD
#1610183
Proteinski standard Precision Plus ProteinAll Blue BioRad, Hercules, CA,
Standards SAD
#1610373
Nitrocelulozna Amersham Protran Western GE Healthcare Bio-
membrana za prijenos blotting membranes Sciences Corp., MA,
proteina SAD
#GE10600002
Kit za vizualizaciju Super Signal West Femto Thermo Scientific,
proteina Maximum Sensitivity Waltham, MA, SAD
Substrate 434095
Kit za vizualizaciju Super signal West, Pico Thermo scientific,
proteina Chemiluminescent Substrate Waltham, MA, SAD
#34080
Albumin iz seruma BSA Sigma Aldrich, St. Louis,
goveda MO, SAD
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#A7906-100G

Deterdzent

Tween-20

Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

#P1379

Deterdzent

Triton x-100

Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

#9002-93-1

Deterdzent

Natrijev dodecil sulfat (SDS)

Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

#L.3771-100G

Proteazni inhibitori

Complete Mini, EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail

Roche, #11836170001

EDTA etilendiamintetraoctena Sigma Aldrich, St. Louis,
kiselina MO, SAD
#EDS-100G
Tris baza Trizma base Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, SAD
#T1503-1KG
Glicerol glycerol Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, SAD
# G5516-500ML
TEMED n,n,n’,n'-tetrametiletilenamid Sigma Aldrich, St. Louis,

MO, SAD
#T79281-25ml

Bromfenol modrilo

Bromophenol blue

Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

#114391

Deterdzent Natrijev deoksikolat Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, SAD
#D6750

Merkaptoetanol 2-merkaptoetanol Sigma Aldrich, St. Louis,

MO, SAD
#M6250
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4.4.7. Odredivanje koncentracije proteinskih  bioloskih
biliega ELISA metodom

Proteinski bioloSki biljezi na ukupni Stakorski protein tau, fosforilirani protein tau i na
amiloid B1-42 odredeni su u likvoru ili uzorcima homogenata mozga pomocu enzimski
povezane imunoapsorpcijske analize (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA)
komercijalno dostupnih kitova, koji omoguéavaju kvantitativno odredivanje

koncentracije tau proteina i amiloida 3 (Tablica 4.4.7.1.)

Tablica 4.4.7.1. Popis koristenih ELISA kitova.

Naziv Naziv proizvoda Proizvoda¢ i katalosSki
broj

ELISA kit za detekciju Rat Tau Proteins ELISA Kit, Cusabio Technology
ukupnog Stakorskog tau LLC, Wuhan, Kina
proteina #CSB-E13729r
ELISA kit za detekciju Rat Beta-Amyloid Peptide 1- Abbexa, Cambridge, VB
amiloida B 1.42 42 (Ab1-42) ELISA Kit, #abx574490
ELISA kit za detekciju Rat pt(phospho Tau Protein, MyBioSource, Inc.
Stakorskog proteina tau pSer 396/404) ELISA Kit, California, SAD
fosforiliranog na Ser 396
i Ser 404 #MBS2510503
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4.4.7.1. Odredivanje koncentracije ukupnog sStakorskog proteina tau ELISA

metodom

Koristenjem trziSno dostupnog kita odredene su koncentracije ukupnog Stakorskog tau

proteina u izuzetim uzorcima likvora (Tablica 4.4.7.1).

Mikrotitarske ploCice s 96 jazica presvucene su primarnim monoklonskim protutijelima
natau protein, u koje se nakon nanoSenja uzoraka likvora i standarda vezu prisutni tau
proteini. Uzorci i standardi su se nakon nanoS$enja inkubirali u mikrotitarskoj ploc€ici 2
sata na 37°C. Nakon ispiranja, dodalo se biotin-konjugirano detekcijsko protutijelo.
Nakon inkubacije u trajanju od 60 min na 37°C, jazice su se isprale puferom za
ispiranje. Potom se dodao kompleks HRP-avidin koji se inkubirao kroz 60 min na 37°C,
a nakon ispiranja se dodao kromogen TMB (3,3',5,5-tetrametilbenzidin) i inkubirao u
mraku kroz 20 minuta na 37°C. Nakon inkubacije dodala se otopina za zaustavljanje
reakcije te se izvrSilo o€itanje apsorbancije pomocu spektrofotometrijskog uredaja pri
450 nm. Koncentracije proteina su se odredivale prema krivulji standarda 4-
parametrijskim algoritmom u GraphPad Prism 8.0 programu (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, SAD).

4.4.7.2. Odredivanje koncentracije amiloida B1-42 ELISA metodom

Za odredivanje koncentracije amiloida B 1-42 iz likvora i homogenata mozga koriSten je
trziSno dostupan kit (Tablica 4.4.7.1).

Mikrotitarske plo€ice s 96 jazica presvucene su primarnim monoklonskim protutijelima
na amiloid B 1-42 proteine. Nakon dodavanja uzoraka i standarda slijedila je inkubacija
u mikrotitarskoj plocici kroz 60 min na 37°C. U inkubaciji nastaje reakcija kompetitivhe
inhibicije izmedu biotinom ozna¢enog amiloida 3 1-42 i neoznac¢enog amiloida 3 1-42 S
vezanim monoklonskim protutijelom na amiloid B 1-42 protein. Nakon procesa ispiranja
u puferu za ispiranje (pomoc¢u aparata za ispiranje - model PW 40, Biorad Laboratories,
Hercules, CA, SAD), u mikrotitarske ploCice se dodavao avidin konjugiran na enzim
HRP te se inkubirao kroz 30 min na 37°C. Nakon ispiranja se dodao TMB supstrat
(3,3',5,5-tetrametilbenzidin) koji se inkubirao kroz 17 min na 37°C u mraku. Nakon toga

se dodala otopina za zaustavljanje navedene reakcije te se spektrofotometrom ocitala
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apsorbancija na 450 nm. Esej je kompetitivan, §to znaci da postoji obrnuta korelacija

izmedu stupnja apsorbancije i koncentracije izmjerenog amiloida 3 1-42.

4.4.7.3. Odredivanje koncentracije fosforiliranog Stakorskog proteina tau ELISA

metodom

Koristenjem trziSno dostupnog kita odredene su koncentracije fosforiliranog

Stakorskog tau proteina u homogenatima mozga (Tablica 4.4.7.1.).

Mikrotitarske plocCice s 96 jazica presvucene su primarnim monoklonskim protutijelima
specificnim na protein tau fosforiliran na serinu 396 i serinu 404, u koje se nakon
nanosenja uzoraka homogenata mozga i standarda vezu prisutni tau proteini. Nakon
dodavanja uzoraka i standarda slijedila je inkubacija u mikrotitarskoj plo€ici kroz 90
min na 37°C. Zatim je slijedila inkubacija u trajanju od 60 min na 37°C s dodanim
detekcijskim protutijelom obiljeZzenim biotinom. Nakon procesa ispiranja u puferu za
ispiranje, u mikrotitarske ploCice se dodavao avidin konjugiran na enzim HRP i
inkubirao u trajanju od 30 min na 37°C. Nakon ispiranja se dodao TMB supstrat koji se
inkubirao kroz 15 min na 37°C u mraku. Po zaustavljanju reakcije se pomocu
spektrofotometrijskog uredaja ocCitavala apsorbancija na 450 nm. Koncentracije
proteina su se odredivale prema krivulji standarda 4-parametrijskim algoritmom u
GraphPad Prism 8.0 programu (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, SAD).
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4.4.8. Statisticka obrada podataka

Nakon utvrdivanja normalnosti distribucije pojedinih skupina podataka D’Agostino-
Pearsonovim testom, za podatke koji prate normalnu distribuciju upotrijebljeni su
parametrijski testovi ANOVA i post hoc Tukey test, a za podatke Cija razdioba nije
pratila normalnu distribuciju upotrijebljeni su neparametrijski testovi Kruskal-Wallis
ANOVA i Dunnov test za viSestruke usporedbe. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna devijacija (SD). Za razinu statistiCke znacajnosti u svim

testovima uzeta je vrijednost a < 0,05.
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5. REZULTATI
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5.1. Kognitivni i bihevioralni ucinci inokulacije tau oligomera i
tau fibrila u medijalni entorinalni korteks Wistar stakora

Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon stereotaksijske inokulacije tau oligomera, tau
fibrila ili fizioloSke otopine u medijalni entorinalni korteks, Zivotinje su podvrgnute T-
labirint testu, testu prepoznavanja novog objekta, testu prepoznavanja nove lokacije

objekta i testu otvorenog polja za ispitivanje promjena u u¢enju, pamcenju i ponasanju.
5.1.1. T- labirint test

T-labirint test, koriSten za procjenu radnog prostornog pamcenja, otkrio je znaCajnu
razliku Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau fibrila i tau oligomera (F = 4,356, st.sl.=
2,23, p < 0,05). Zivotinje koje su intracerebralnom primjenom primile tau fibrile razvile
su deficit u radnom prostornom paméenju. Tijekom Cetiri dana testiranja pokazale su
znaCajno smanjenju ucinkovitost u usporedbi s kontrolnim skupinama Zivotinja
tretiranim fizioloSkom otopinom, $to je pokazano kao manji postotak alternacije,
odnosno u pet seta testiranja pokazale su slabije rezultate u broju to€nih odabira

suprotne ruke u odnosu na prethodni pokusaj (p < 0,05; Slika 5.1.1.1a).

ZnaCajna razlika u radnom prostornom pamcéenju ustanovljena je i osam mjeseci
nakon primjene tau fibrila i tau oligomera (H test = 7,893, st.sl. = 2, p < 0,05). Zivotinje
koje su primile tau oligomere pokazale su smanjenu ucinkovitost u T-labirint testu u

usporedbi s kontrolnim Zivotinjama (p < 0,01; Slika 5.1.1.1b).

StatistiCki znacajna razlika u radnom pamcenju takoder je otkrivena jedanaest mjeseci
nakon tretmana (F = 5,280, st.sl. = 2,22, p < 0,01). Zivotinje koje su primile tau fibrile
pokazale su deficit u radnom prostornom pamcenju u usporedbi s kontrolnim
Zivotinjama (p < 0,05; Slika 5.1.1.1c). Zivotinje koje su primile tau oligomere takoder
su pokazale smanjenu ucinkovitost u T-labirint testu u usporedbi s kontrolnim
Zivotinjama (p < 0,05; Slika 5.1.1.1c). Rezultati testa izrazeni su u obliku postotaka

alternacije i grafiCki prikazani na slici 5.1.1.1.
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Slika 5.1.1.1. Graficki prikaz rezultata T-labirint testa nakon inokulacije tau fibrila, tau
oligomera ili fizioloSke otopine u medijalni entorinalni korteks Stakora. Rezultati su
prikazani u obliku postotka alternacije zivotinja u T-labirint testu (a) Cetiri, (b) osam i (c)
jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila, tau oligomera ili fizioloSke otopine. Svaki stupac
predstavlja srednju vrijednost £ SD. T-Test; T-labirint test; TO, skupina Zivotinja koja je primila
tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR, skupina Zivotinja koja je

primila fizioloSku otopinu. * p < 0,05; ** p < 0,01.
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5.1.2. Test prepoznavanja novog objekta

Razlika u dugorocnom (24h) pamcenju utvrdena je Cetiri mjeseca nakon tretmana (F =
4,505, st.sl. = 2,25, p < 0,05). Zivotinje koje su primile tau oligomere nisu razlikovale
novi objekt od poznatog objekta i pokazale su znatno nizi diskriminacijski indeks u
odnosu na kontrolne Zivotinje (p < 0,05; Slika 5.1.2.1a). Skupina Zivotinja koja je
primila tau fibrile nije pokazala statistiCki znaCajnu razliku u razlikovanju novog i

poznatog objekta u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja (Slika 5.1.2.1a).

Osam mjeseci nakon primjene tau fibrila i tau oligomera nije pokazano naruSavanje
dugoro¢nog pamcenja, odnosno nije uo¢ena statisticki zna€ajna razlika u vremenu
istraZivanja poznatog i novog objekta u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja (Slika
5.1.2.1b).

Jedanaest mjeseci nakon tretmana indeks diskriminacije nije pokazao statistiCki

znadajnu razliku izmedu skupina. Zivotinje pokazuju istu preferenciju prema

istrazivanju novog objekta kao i kontrolne skupine Zivotinja (Slika5.1.2.1c).
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Slika 5.1.2.1. Grafi¢ki prikaz rezultata testa prepoznavanja novog objekta nakon
inokulacije tau fibrila, tau oligomera ili fizioloSke otopine u medijalni entorinalni korteks
Stakora. Rezultati su prikazani kao indeks diskriminacije (a) Cetiri, (b) osam i (c) jedanaest
mjeseci nakon primjene tau fibrila, tau oligomera ili fizioloSke otopine. Svaki stupac predstavlja
srednju vrijednost £ SD NORT,; Test prepoznavanja novog objekta; TO, skupina Zivotinja koja
je primila tau oligomere; TF, skupina zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR, skupina zZivotinja

koja je primila fizioloSku otopinu. * p < 0,05.
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5.1.3. Test prepoznavanja nove lokacije objekta

Da bismo istrazili prepoznaju li Zivotinje promjenu u lokaciji objekta, tretirane skupine
podvrgnute su testu prepoznavanja nove lokacije objekta. Preferencija za novom ili

poznatom lokacijom izraZena je kao indeks diskriminacije i prikazana graficki.

Indeks diskriminacije nije pokazao statistiCki znaCajnu razliku izmedu skupina Cetiri

mjeseca nakon tretmana (Slika 5.1.3.1a).

Osam mjeseci nakon primjene tau oligomera i tau fibrila postoji razlika u preferenciji
lokacije izmedu skupina (F = 4,816, st.sl. = 2,26, p < 0,05). Kontrolna skupina zivotinja
pokazuje jasnu preferenciju istrazivanja nove lokacije objekta (pozitivan indeks
diskriminacije), u odnosu na skupinu koja je primila tau oligomere (p < 0,05) i skupinu
koja je primila tau fibrile (p < 0,05) kod kojih dolazi do preferencije istrazivanja poznate
lokacije objekta (negativan indeks diskriminacije) (Slika 5.1.3.1b).

Jedanaest mjeseci nakon tretmana indeks diskriminacije nije se znacajnije razlikovao

medu ispitivanim skupinama (Slika 5.1.3.1c).
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Slika 5.1.3.1. Grafi¢ki prikaz rezultata testa prepoznavanja nove lokacije objekta nakon
inokulacije tau fibrila, tau oligomera ili fizioloSke otopine u medijalni entorinalni korteks
Stakora. Rezultati su prikazani kao indeks diskriminacije (a) Cetiri, (b) osam i (c) jedanaest
mjeseci nakon primjene tau fibrila, tau oligomera ili fizioloSke otopine. Svaki stupac predstavlja
srednju vrijednost =+ SD. NOLT; Test prepoznavanja nove lokacije objekta; TO, skupina
zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR,

skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu. * p < 0,05.
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5.1.4. Test otvorenog polja

U testu otvorenog polja mjerena je lokomotorna aktivnost izrazena kao prijedena
udaljenost u otvoreno polju; anksioznost izrazena kao broj ulazaka i koli€Cina vremena
provedenog u srediSnjoj zoni te istrazivaCko ponasanje izrazeno kao broj podizanja na

straznje noge.

5.1.4.1. Lokomotorna aktivnost

Kao mjera lokomotorne aktivnosti zivotinje pratila se ukupna prijedena udaljenost u

otvorenom polju tijekom testiranog vremena.

Razlika u lokomotornoj aktivnosti Zivotinje uoCena je Cetiri mjeseca nakon tretmana (F
= 4,831, st.sl. = 2,23, p <0,05). Ukupna prijedena udaljenost u otvorenom polju bila je
manja kod skupina Zivotinja koje su primile tau oligomere (p < 0,05) i skupina zivotinja
koje si primile tau fibrile (p < 0,05) u usporedbi s kontrolnom skupinom Zzivotinja (p <
0,05) (Slika 5.1.4.1a).

Osam mjeseci nakon tretmana nije pronadena razlika u lokomotornoj aktivnosti izmedu
skupina. Skupine Zivotinja koje su primile tau oligomere i tau fibrile pokazale su sli¢nu

ukupnu prijedenu udaljenost kao i kontrolne skupine Zivotinja (Slika 5.1.4.1b).

Jedanaest mjeseci nakon tretmana pronadena je statistiCki znaCajna razlika u
lokomotornoj aktivnosti izmedu skupina Zivotinja (F,= 8,068, st.sl. = 2,23, p < 0,01).
Skupina zivotinja koja je primila tau oligomere pokazala je smanjenu lokomotornu
aktivnost u otvorenom polju u usporedbi s kontrolnom skupinom Zivotinja (p < 0,01)
(Slika 5.1.4.1c).
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Slika 5.1.4.1. Graficki prikaz lokomotorne aktivhosti u otvorenom polju nakon
inokulacije tau fibrila, tau oligomera ili fizioloSke otopine u medijalni entorinalni korteks
Stakora. Rezultati su prikazani kao ukupna prijedena udaljenost (cm) u otvorenom polju (a)
Cetiri, (b) osam i (c) jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila, tau oligomera ili fizioloSke
otopine. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost + SD. OFT; Test otvorenog polja; TO,
skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile;

CTR, skupina zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu. * p < 0,05; ** p < 0,01.
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5.1.4.2. Anksioznost

Anksioznost je istrazena mjerenjem ukupnog broja ulazaka u srediSnju zonu arene i
koli¢inom vremena provedenog u srediSnjoj, odnosno perifernoj zoni. Povec¢ano
istrazivanje u sredisSnjoj zoni interpretiralo se kao tendencija rizi€nom ponasanju, dok

se zadrzavanje Zivotinje u perifernoj zoni interpretiralo kao povisena anksioznost.

Cetiri mjeseca nakon tretmana nije pronadena razlika u rizi€nom pona$anju i stupnju
anksioznosti izmedu skupina Zivotinja. Skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere i
skupina koja je primila tau fibrile pokazala je sliéno ponaSanje u otvorenom polju kao i
kontrolna skupina $to je vidljivo po broju ulazaka u srediSnju zonu (Slika 5.1.4.2.1a) i

vremenu provedenom u toj zoni (Slika 5.1.4.2.1b).

Osam mjeseci nakon tretmana postoji razlika u tendenciji prema rizi€nom ponasanju i
anksioznosti izmedu skupina, Sto je vidljivo po broju ulazaka u srediSnju zonu (F =
8,647, st.sl. = 2,27, p < 0,01; Slika 5.1.4.2.1c), odnosno po vremenu provedenom u
sredi$njoj zoni (F = 5,875, st.sl. = 2,27, p < 0,01; Slika 5.1.4.2.1d). Skupina Zivotinja
koja je primila tau fibrile viSe je puta ulazila u srediSnju zonu (p < 0,01) i tamo se
zadrzavala viSe vremena (p < 0,01) u usporedbi s kontrolnim Zivotinjama. Skupina koja
je primila tau oligomere nije se znacajnije razlikovala od kontrolne skupine u aktivnosti
u otvorenom polju, kako u broju ulaska u srediSnju zonu tako i u vremenu provedenom
u toj zoni (Slika 5.1.4.2.1c, Slika 5.1.4.2.1d).

Nije pronadena razlika u broju ulazaka u srediSnju zonu izmedu skupina zivotinja
jedanaest mjeseci nakon tretmana (Slika 5.1.4.2.1e), medutim postoji razlika u
vremenu provedenom u srediSnjoj zoni (F = 4,359, st.sl. = 2,25, p < 0,05; Slika
5.1.4.2.1f). Skupina zivotinja koja je primila tau oligomere viSe je vremena provodila u

srediSnjoj zoni u usporedbi s kontrolnom skupinom Zivotinja (p < 0,05).
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Slika 5.1.4.2.1. Graficki prikaz anksioznosti zivotinja u otvorenom polju nakon primjene
tau fibrila, tau oligomera ili fizioloSke otopine u medijalni entorinalni korteks Stakora.
Rezultati su prikazani kao broj ulazak u srediSnju zonu (a) Cetiri, (c) osam i (e) jedanaest
mjeseci nakon primjene tau fibrila, tau oligomera ili fizioloSke otopine, te kao vrijeme provedeno
u srediSnjoj zoni (s) (b) Cetiri, (d) osam i (f) jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila, tau
oligomera ili fizioloSke otopine. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost + SD. OFT; Test
otvorenog polja; TO, skupina zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina zivotinja koja
je primila tau fibrile; CTR, skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu. *p < 0,05; ** p <

0,01.
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5.1.4.3. IstraZzivacko ponasanje

U svrhu odredivanja stupnja istrazivackog ponasanja okoline, kvantificirao se ukupan
broj podizanja na straznje noge u testiranom vremenu. Nije pronadena razlika u
istraZivaCkom pona$anju izmedu skupina Zivotinja Cetiri mjeseca (Slika 5.1.4.3.1a),

osam mjeseci (Slika 5.1.4.3.1b) i jedanaest mjeseci nhakon tretmana (Slika 5.1.4.3.1c).
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Slika 5.1.4.3.1. Graficki prikaz istrazivacke aktivnosti u otvorenom polju nakon primjene
tau fibrila, tau oligomera ili fizioloSke otopine u medijalni entorinalni korteks Stakora.
Rezultati su prikazani kao broj podizanja na straznje (a) Cetiri, (b) osam i (c) jedanaest mjeseci
nakon primjene tau fibrila, tau oligomeraiili fizioloSke otopine. Svaki stupac predstavlja srednju
vrijednost £ SD. OFT, Test otvorenog polja; TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere;
TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR, skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku

otopinu.

5.2. Detekcija proteina tau u mozgu Wistar stakora tri dana
nakon inokulacije u medijalni entorinalni korteks

Kako bi se eliminirala detekcija injiciranog tau oligomera i tau fibrila od detekcije
promijenjenog endogenog proteina tau, tri dana nakon inokulacije usporedene su
nastale tau promjene imunohistokemijskom analizom protutijelom specificnim za
injicirani tau (HT7, epitopi ljudskog proteina tau 159-163) i protutijelom specificnim za

protein tau fosforiliran na serinu 202 i treoninu 205 (AT8).

5.2.1. Tau oligomeri i tau fibrili poticu Sirenje tau patologije nakon inokulacije u

medijalni entorinalni korteks Wistar Stakora

Tri dana nakon inokulacije tau fibrila u medijalni entorinalni korteks, u blizini mjesta
injiciranja nije uocen fosforilirani protein tau (AT8). Takoder nisu uoceni injicirani tau
fibrili (HT7).

Nakon primjene tau oligomera, u medijalnom entorinalnom korteksu uoCena je jaka

HT7 imunoreaktivhost bez prisutnosti fosforiliranog proteina tau (AT8) (Slika 5.2.1.1).
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Slika 5.2.1.1. Prikaz tau oligomera i tau fibrila u medijalnom entorinalnom korteksu
Stakora protutijelom specificnim za injicirani protein tau i protein tau fosforiliran na
serinu 202 i treoninu 205. Tri dana nakon inokulacije, radena je imunohistokemijska analiza
AT8 i HT7 protutijelom (-6,84 mm od bregme). TO, skupina zivotinja koja je primila tau
oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile. Mjerilo = 50 pm.

Takoder je usporedena HT7 i AT8 imunoreaktivnost kaudalno od mjesta primjene (-
8,04 mm od bregme), u retikularnoj jezgri mosta. Tri dana nakon inokulacije tau fibrila,
uocena je jaka HT7 imunoreaktivnost, bez prisutnosti proteina tau fosforiliranog na
serinu 202 i treoninu 205 (AT8). (Slika 5.2.1.2).

Sveukupno, ovi rezultati potvrduju da je AT8 imunoreaktivnost uoena u kasnijim

vremenskim toCkama nastala od endogenog Stakorskog tau.
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Slika 5.2.1.2. Injicirani tau proteini nisu fosforilirani na serinu 202 i treoninu 205 (AT8).
Tri dana nakon primjene tau fibrila u medijalni entorinalni korteks Stakora, u retikularnoj jezgri
mosta (-8,04 mm od bregme) uoCena je jaka HT7 imunoreaktivnost, bez AT8 imunoreaktivnosti

na susjednom rezu. Mjerilo = 50 pum.

5.2.2. Sirenje tau oligomera i tau fibrila tri dana nakon primjene u medijalni

entorinalni korteks

Tri dana nakon primjene tau oligomera u medijalni entorinalni korteks, dolazi do Sirenja
od mjesta injiciranja prema crvenoj jezgri, te anterogradno prema CAS3 regiji
hipokampusa (Slika 5.2.2.1a).

Tri dana nakon primjene tau fibrila u medijalni entorinalni korteks, uoena je HT7
imunoreaktivnost u retikularnoj jezgri mosta, bez imunoreaktivnosti u medijalnom

entorinalnom korteksu i CA3 regiji hipokampusa (Slika 5.2.2.1b).
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Slika 5.2.2.1. Sirenje tau oligomera i tau fibrila tri dana nakon inokulacije u medijalni
entorinalni korteks Wistar Stakora. (a) Prikaz HT7 imunoreaktivhosti u medijalnom
entorinalnom korteksu, crvenoj jezgri te CA3 polju hipokampusa tri dana nakon inokulacije tau
oligomera. (b) Prikaz HT7 imunoreaktivnosti u medijalnom entorinalnom korteksu, retikularnoj
jezgri mosta te CA3 polju hipokampusa tri dana nakon inokulacije tau fibrila. TO, skupina
Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; MEC,
medijalni entorinalni korteks; PnO, retikularna jezgra mosta; RN, crvena jezgra. Mjerilo = 50

pm.

Nakon primjene tau oligomera u medijalni entorinalni korteks, uofena HT7
imunoreaktivnost u crvenoj jezgri vjerojatno nastaje Sirenjem preko primarnog
motoriCkog korteksa i primarnog somatosenzorickog korteksa (Slika 5.2.2.2a). Tri
dana nakon inokulacije tau fibrila, HT7 imunoreaktivhost uoena je kaudalno u

retikularnoj jezgri mosta, bez prisutnosti u neokortikalnim podrucjima (Slika 5.2.2.1b).
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Slika 5.2.2.2. Sirenje tau oligomera i tau fibrila tri dana nakon inokulacije u medijalni
entorinalni korteks Stakora. (a) Prikaz HT7 imunoreaktivnosti u crvenoj jezgri, primarnom
motoriCkom i primarnom somatosenzorickom korteksu tri dana nakon intracerebralne primjene
tau oligomera. (b) Prikaz HT7 imunoreaktivnosti u retikularnoj jezgri mosta, primarnom
motorickom i primarnom somatosenzori¢kom korteksu tri dana nakon inokulacije tau fibrila.
TO, skupina zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau
fibrile; M1, primarni motoricki korteks; S1, primarni somatosenzoriCki korteks; RN, crvena

jezgra; PnO, retikularna jezgra mosta. Mjerilo = 100 pm.
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5.3. Pracenje sirenja neurofibrilarnih promjena pomocu AT8
protutijela

Kako bi se usporedio ucinak tau oligomera i tau fibrila na stvaranje i Sirenje
neurofibrilarnih promjena, radena je semikvantitativna analiza AT8 imunoreaktivnosti
(pSer202/pThr205) Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon primjene u medijalni
entorinalni korteks Wistar Stakora. Analizirane su regije na razini injiciranja (-6,84 mm
od bregme) (Tablica 4.4.5.1.3), rostralno (-5,64 mm od bregme) (Tablica 4.4.5.1.2) i
kaudalno od mjesta injiciranja (-8,04 mm od bregme) (Tablica 4.4.5.1.4). Rezultati su
prikazani kao ilustracija razine kodirane bojom, gdje je nedostatak imunoreaktivnosti
prikazan sivom, slaba imunoreaktivnost zelenom, umjerena imunoreaktivnost zutom,

umjereno jaka imunoreaktivnost naran¢astom ajaka imunoreaktivnost crvenom bojom.

5.3.1. Pracenje Sirenja neurofibrilarnih promjena nakon primjene tau oligomera

Pracenje neurofibrilrnih promjena na razini rostralno od mjesta inokulacije tau

oligomera (-5,64 mm od bregme)

Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau oligomera uo&ena je umjereno jaka

imunoreaktivnost ograniCena samo na vidno podrucje.

Nakon osam mjeseci umjerena imunoreaktivnost uoena je rostralno od mjesta
injiciranja u dorzolateralnom entorinalnom korteksu, amigdalo-piriformnom prijelaznom
podrucju, amigdalo-hipokampalnom podrucju, vidnom i slusnom podrucju, dok je u

preostalim podrucjima uoCena slaba imunoreaktivnost.

Nakon jedanaest mjeseci uoCena je umjereno jaka imunoreaktivnost u
dorzolateralnom entorinalnom korteksu, amigdalo-piriformnom prijelaznom podrucju,
amigdalo-hipokampalnom podrucju, srednjem mozgu te u molekularnom, zrnatom i
polimorfnom sloju nazubljene vijuge. U polju CA1 uofena je umjerena
imunoreaktivnost dok je u polju CA3, ventralnom i dorzalnom subikulumu uo€ena slaba

imunoreaktivnost (Slika 5.3.1.1a).
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Pracenje neurofibrilrnih promjena na razini inokulacije tau oligomera (-6,84 mm od

bregme)

Cetiri mjeseca nakon inokulacije nije uotena AT8 imunorektivnost medijalno od mjesta
injiciranja, u podrucju entorinalnog korteksa i dorzalno od mjesta injiciranja u podrucju
ektorinalnog i peririnalnog korteksa, ventralnog i dorzalnog subikuluma te polja CAL.
Dorzalno od mjesta injiciranja, u molekularnom sloju subikuluma, postusubikulumu,
presubikulumu, molekularnom sloju nazubljene vijuge i asocijacijskom podrucju
sliepoocnog reznja uoCena je slaba imunoreaktivhost, dok je umjereno jaka
imunoreaktivnost uoCena u vidnom i slushom podruCju te srednjem mozgu. U
restrosplenijalnom podrucju, presubikulumu i parasubikulumu uoCena je umjerena

imunoreaktivnost.

Osam mjeseci nakon primjene tau oligomera uoCena je slaba imunoreaktivnost
medijalno od mjesta injiciranja u svim podrucjima entorinalnog korteksa, te dorzalno
od mjesta injiciranja u dorzalnom i ventralnom subikulumu, dok je polje CAl i dalje bez
imunoreaktivnosti. U retrosplenijalnom korteksu, presubikulumu i parasubikulumu

uocena je umjereno jaka imunoreaktivnost.

Jedanaest mjeseci nakon primjene uoCena je umjerena imunoreaktivnost u
retrosplenijalnom korteksu, vidnom, sluSnom i asocijacijskom podrucju sljepoocnog
reznja, u peririnalnom i dorzolateralnom entorinalnom korteksu te presubikulumu,
parasubikulumu i ventralnom subikulumu. Imunoreaktivnost je bila umjereno jaka u
medijalnom te dorzalnom i ventralnom intermedijalnom entorinalnom korteksu. U CA1l

polju uoena je slaba imunoreaktivnost (Slika 5.3.1.1b; Slika 5.3.1.2a).

Takoder, dolazi do Sirenja AT8 imunoreaktivnosti na suprotnu stranu mozga od mjesta
primjene tau oligomera. Nakon osam i jedanaest mjeseci uoCena je jaka ATS8
imunoreaktivnost u entorinalnom korteksu, retrosplenijalnom korteksu i vidnom

korteksu, dok je u CA3 polju uo€ena slaba AT8 imunoreaktivnost (Slika 5.3.1.3).
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Pracenje neurofibrilrnih promjena na razini kaudalno od mjesta inokulacije tau

oligomera (-8,04 mm od bregme)

Kaudalno, Ccetiri mjeseca nakon inokulacije, unutar entorinalnog podrucja, u
dorzolateralnom entorinalnom korteksu uoCena je umjerena reaktivnost, dok je u
medijalnom, kaudomedijalnom i ventralnom intermedijalnom entorinalnom korteksu, te
peririnalnom i ektorinalnom korteksu uoCena slaba reaktivnost. U asocijacijskom
podrucju sljepoocnog reznja i retrosplenijalnom podru€ju uoCena je umjerenu

reaktivnost. Umjereno jaku reaktivnost uoena je u srednjem mozgu i vidnom podrucju.

Osam mjeseci nakon inokulacije imunoreaktivhost se pojaCala u podrucjima
entorinalnom korteksa, peririnalnog i ektorinalnog korteksa, dok je oslabila jedanaest

mjeseci nakon primjene (Slika 5.3.1.1c).
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a) Bregma: -5,64 mm, razina rostralno od mjesta intracerebralne primjene
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Slika 5.3.1.1. Semikvantitativha analiza AT8 imunoreaktivnosti €etiri, osam i jedanaest
mjeseci nakon primjene tau oligomera u medijalni entorinalni korteks Stakora. (a)
Analizirana podrucja rostralno od mjesta inokulacije primjene (-5,64 mm od bregme), (b) na
razini inokulacije primjene (-6,84 mm od bregme), i (c) kaudalno od mjesta inokulacije (-8,04
mm od bregme). Rezultati su prikazani kao ilustracija razine kodirane bojom, gdje je
nedostatak imunoreaktivnost prikazan sivom, slaba imunoreaktivnost zelenom, umjerena
imunoreaktivnost Zutom, umjereno jaka imunoreaktivnost naranCastom a jaka

imunoreaktivnost crvenom bojom.
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Slika 5.3.1.2. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog proteina tau u inokuliranoj hemisferi
Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera, vizualizirana AT8
protutijelom. Reprezentativne slike prikazuju AT8 tau patologiju (a) u podrucjima entorinalnog
korteksa, CA1 polju, CA3 polju i (b) retrosplenijalnom granularnom korteksu, vidnom korteksu
i zrnatom sloju nazubljene vijuge. TO, skupina Zzivotinja koja je primila tau oligomere; EC,
entorinalni korteks; RSG, retrosplenijalni zrnati korteks; VC, vidni korteks; GrDG, zrnati sloj
nazubljene vijuge. Mjerilo = 50 pm
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b) TO

Slika 5.3.1.3. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog proteina tau na suprotnoj hemisferi
Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera, vizualizirana AT8
protutijelom. Reprezentativne slike prikazuju AT8 tau patologiju a) u podrucjima entorinalnog
korteksa, CA1 polju, CA3 polju i (b) retrosplenijalnom granularnom korteksu, vidnom korteksu
i zrnatom sloju nazubljene vijuge. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; EC,
entorinalni korteks; CA1, CAl polje; CA3, CA3 polje; RSG, retrosplenijalni zrnati korteks; VC,
vidni korteks; GrDG, zrnati sloj nazubljene vijuge. Mjerilo = 50 pm
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5.3.2. Pracéenje Sirenja neurofibrilarnih promjena nakon primjene tau fibrila

Pracenje neurofibrilrnih promjena na razini rostralno od mjesta inokulacije tau fibrila (-

5,64 mm od bregme)

Cetiri mjeseca nakon primjene tau fibrila rostralno od mjesta injiciranja uo&ena je jaka
AT8 imunoreaktivnost u retrosplenijalnom, vidnom i sluSnom podrucju te srednjem
mozgu. Umjereno jaka imunoreaktivnhost uoCena je u asocijacijskom podrucju
sljepoocnog reznja, ektorinalnom korteksu, dorzolateralnom entorinalnom korteksu,
amigdalo-piriformnom prijelaznom podrucju, amigdalo-hipokampalnom podrudju,
dorzalnom subikulumu, talamusu, CA1l polju, te u molekularnom, granularnom i
polimorfnom sloju nazubljene vijuge. Umjerena reaktivnost prisutna je u peririnalnom
korteksu, ventralnom subikulumu i CA3 polju hipokampusa. U crvenoj jezgri uoCena je

slaba imunoreaktivnost.

Osam mjeseci nakon primjene tau fibrila u restrosplenijalnom korteksu,
dorzolateralnom entorinalnom korteksu, amigdalo-piriformnom prijelaznom podrucju,
CA1 polju, ventralnom subikulumu, talamusu i srednjem mozgu uoCena je umjereno
jaka imunoreaktivnost, dok je u asocijacijskom podrucju sliepoo¢nog reznja,
ektorinalnom korteksu i dorzalnom subikulumu uo€ena umjerena imunoreaktivnost. U

CAZ3 polju uo€ena je slaba imunoreaktivnost.

Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila uoCena je umjerena imunoreaktivnost u
retrosplenijalnom i vidnom podrucju, te dorzolateralnom entorinalnom korteksu, dok je

u preostalim podrucjima slaba imunoraktivnost (Slika 5.3.2.1a; Slika 5.3.2.2).

UocCeno je Sirenje AT8 imunoreaktivnosti na suprotnu stranu mozga od mjesta primjene
tau fibrila. Cetiri mjeseca nakon primjene uogena je jaka AT8 imunoreaktivnost u
entorinalnom korteksu, retrosplenijalnom i vidnom podrucju, CA1 polju te granularnom
sloju nazubljene vijuge. Nakon osam mjeseci AT8 imunoreaktivnost se Siri na CA3
polje hipokampusa. UoCeno je smanjene AT8 imunoreaktivnost u svim podrucjima

jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila (Slika 5.3.1.2b).
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Pracenje neurofibrilrnih promjena na razini inokulacije tau fibrila (-6,84 mm od bregme)

Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau fibrila, na razini mjesta injiciranja, uoéena je jaka
AT8 imunorektivhost u vidnom podrucju i srednjem mozgu, dok je umjereno jaka u
retrosplenijlanom i sluSnom podrucju, te postubikulumu, presubikulumu i CA1 polju. U
ventralnom subikulumu, presubikulumu, parasubikulumu i medijalnom entorinalnom
korteksu uoCena je umjerena imunoreaktivnost. U dorzalnom subikulumu,
kaudomedijalnom entorinalnom korteksu, molekularnom sloju subikuluma i u

molekularnom sloju nazubljene vijuge uoCena je slaba imunoreaktivnost.

Osam mijeseci nakon primjene fibrila, uoCena je umjereno jaka imunoreaktivnost u
dorzalnom subikulumu, CA1 polju, molekularnom sloju subikuluma, molekularnom
sloju nazubljene vijuge, presubikulumu, parasubikulumu, asocijacijskom podrucju
sljepoo€nog reznja, ektorinalnom korteksu te medijalnom, ventralnom intermedijalnom

i dorzalnom intermedijalnom korteksu.

Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila imunoreaktivnost je slaba do umjerena u

svim podrucjima mozga (Slika 5.3.2.1b).

Pracenje neurofibrilrnih promjena na razini kaudalno od mjesta inokulacije tau fibrila (-

8,04 mm od bregme)

Cetiri mjeseca nakon inokulacije, u asocijacijskom podrugju sliepoo&nog reznja,
dorzolateralnom, medijalnom i ventralnom intermedijalnom entorinalnom korteksu, te
peririnalnom i ektorinalnom korteksu uofena je slaba imunoreaktivhost. U
kaudomedijalnom entorinalnom korteksu, postsubikulumu, parasubikulumu i vidnom
podrucju uoCena je umjereno jaka imunoreaktivnost. U srednjem mozgu uocena je

jaka, a u mostu umjereno jaka imunoreaktivnost.

Osam mjeseci nakon primjene tau fibrila uoCena je slaba imunoreaktivhost u
kaudomedijalnom, dorzolateralnom, medijalnom i ventralnom intermedijalnom
entorinalnom korteksu, postsubikulumu i parasubikulumu, dok je u asocijacijskom

podrucju sljepooCnog reznja, restrosplenijalnom podrucju, asocijacijskom podrucju
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sljepoo€nog reznja uoCena umjerena imunoreaktivnost. U vidnom podrucju uo€ena je

jaka imunoreaktivnost.

Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila uoCena je slaba imunoreaktivnost u
asocijacijskom podrucju sljepoo¢nog reznja, entorinalnom, peririnalnom i ventralnom
intermedijalnom entorinalnom korteksu te retrosplenijalnom podrucju, postsubikulumu,
parasubikulumu i mostu. U dorzolateralnom i kaudomedijalnom entorinalnom korteksu
te srednjem mozgu uoCena je umjerena imunoreaktivnost. Umjereno jaka

imunoreaktivnost uo€ena je u vidnom podrucju (Slika 5.3.2.1c).

a) Bregma: -5,64 mm, razina rostralno od mjesta intracerebralne primjene

b) Bregma: -6,84 mm, razina intracerebralne primjene

4m 8m

Bregoa -6.84 mm

c) Bregma: -8,04 mm, razina kaudalno od mjesta intracerebralne primjene

am 8m 11m

Figare 100
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Slika 5.3.2.1. Semikvantitativha analiza AT8 imunoreaktivnosti €etiri, osam i jedanaest
mjeseci nakon primjene tau fibrila u medijalni entorinalni korteks Stakora. (a) Analizirane
regije rostralno od mjesta primjene (-5,64 mm od bregme), (b) na razini primjene (-6,84 mm
od bregme), i (c) kaudalno od mjesta primjene (-8,04 mm od bregme). Rezultati su prikazani
kao ilustracija razine kodirane bojom, gdje je nedostatak imunoreaktivnost prikazan sivom,
slaba imunoreaktivnost zelenom, umjerena imunoreaktivnost Zutom, umjereno jaka

imunoreaktivnost naran¢astom a jaka imunoreaktivnost crvenom bojom.

a) TF
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b) TF
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Slika 5.3.2.2. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog proteina tau u inokuliranoj hemisferi
Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila, vizualizirana ATS8
protutijelom. Reprezentativne slike prikazuju AT8 tau patologiju (a) u podrucjima entorinalnog
korteksa, CA1 polju, CA3 polju i (b) retrosplenijalnom granularnom korteksu, vidnom korteksu
i zrnatom sloju nazubljene vijuge. TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; EC, entorinalni
korteks; CA1, CAl polje; CA3, CA3 polje; RSG, retrosplenijalni zrnati korteks; VC, vidni
korteks; GrDG, zrnati sloj nazubljene vijuge. Mjerilo = 50 um
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Slika 5.3.2.3. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog proteina tau na suprotnoj hemisferi
Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila, vizualizirana AT8
protutijelom. Reprezentativne slike prikazuju AT8 tau patologiju a) u podrucjima entorinalnog
korteksa, CA1 polju, CA3 polju i (b) retrosplenijalnom granularnom korteksu, vidnom korteksu
i zrnatom sloju nazubljene vijuge. TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; EC, entorinalni
korteks; CA1, CAl polje; CA3, CA3 polje; RSG, retrosplenijalni zrnati korteks; VC, vidni
korteks; GrDG, zrnati sloj nazubljene vijuge. Mjerilo = 50 pm.
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5.3.3. Pracenje Sirenja neurofibrilarnih promjena nakon inokulacije fizioloSke

otopine

'

Cetiri mjeseca nakon primjene fizioloSke otopine AT8 imunoreaktivnost nije prisutna
na razini injiciranja te na razinama rostralno i kaudalno od mjesta injiciranja, dok je
nakon osam i jedanaest mjeseci uoCena slaba imunoreraktivhost u kontrolnim
skupinama zivotinja (Slika 5.3.3.1; Slika 5.3.3.2).

1 m

Bregma: -5,64 mm

Bregma: -6,84 mm

A

=
3
3

Bregma: -8,04 mm

Slika 5.3.3.1. Semikvantitativha analiza AT8 imunoreaktivnosti na razinama -6,84 mm, -
564 mm i -8,04 mm od bregme cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon primjene
fizioloSke otopine u medijalni entorinalni korteks Stakora. Rezultati su prikazani kao
ilustracija razine kodirane bojom, gdje je nedostatak imunoreaktivnosti prikazan sivom, a slaba

imunoreaktivnost zelenom bojom.
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Slika 5.3.3.2. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog proteina tau €etiri, osam i jedanaest
mjeseci nakon inokulacije fizioloSke otopine, vizualizirana AT8 protutijelom.
Reprezentativne slike prikazuju analizirana podrucja AT8 protutijelom nakon inokulacije
fizioloSke otopine u (a) istoj i (b) suprotnoj hemisferi u podrucju entorinalnog korteksa, CA1
polju, CA3 polju, retrosplenijalnom zrnatom korteksu, vidnom korteksu i zrnatom sloju
nazubljene vijuge. CTR, skupina zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu; EC, entorinalni
korteks; CA1l, CA1l polje; CA3, CA3 polje; RSG, retrosplenijalni zrnati korteks; VC, vidni
korteks; GrDG, zrnati sloj nazubljene vijuge. Mjerilo = 50 pm.
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5.4. Stvaranje konformacijskih promjena proteina tau u
hipokampalnoj formaciji i drugim podrucjima mozdane kore

Kako bi se ustanovilo da li nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila dolazi do
stvaranja konformacijske promjene proteina tau, radena je imunohistokemijska analiza
pomocu MC1 protutijela za konformacijski promijenjeni oblik proteina tau (epitopi 5-
15, 312-322).

Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau oligomera uogena je MC1 imunoreaktivnost u
entorinalnom korteksu, CA1 polju, ventralnom subikulumu i amigdalo-piriformnom
prijelaznom podru€ju. Nakon osam mjeseci imunoreaktivnost je i dalje prisutna u
entorinalnom korteksu, CA1 polju i ventralnom subikulumu, ali nije uo€¢ena u amigdalo-
piriformno  prijelaznom podru¢ju. Nakon jedanaest mjeseci slaba MC1
imunoreaktivnost prisutna je u amigdalo-piriformnom prijelaznom podru€ju dok u

ostalim podrucjima nije uo¢ena (Slika 5.4.1).

Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau fibrila uogena je MC1 imunoreaktivnost u
entorinalnom korteksu i amigdalo-piriformnom prijelaznom podrucju. Nakon osam
mjeseci imunoreaktivnost je uotena u entorinalnom korteksu, CA1 polju, ventralnom
subikulumu i amigdalo-piriformno prijelaznom podrucju. Nakon jedanaest mjeseci MC1

imunoreaktivnost viSe nije prisutna u analiziranim podrucjima (Slika 5.4.2).

U kontrolnoj skupini Zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu nije prisutha MC1

imunoreaktivnost u svim analiziranim podrucjima (Slika 5.4.3).
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Slika 5.4.1. Imunohistokemijska analiza konformacijski promijenjenog proteina tau

nakon inokulacije tau oligomera. Prikaz MC1 imunoreaktivnosti u entorinalnom korteksu,
CAL1 polju, ventralnom subikulumu i amigdalo-piriformnom prijelaznom podrucju Cetiri, osam i
jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera. MC1 imunoreaktivnhost ukazuje na
patolosku konformaciju proteina tau. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; EC,
entorinalni korteks; CA1, CAl polje; VSub, ventralni subikulum, APir; amigdalo-piriformno
prijelazno podrucje. Mjerilo = 50 pm.
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Slika 5.4.2. Imunohistokemijska analiza konformacijski promijenjenog proteina tau

nakon inokulacije tau fibrila. Prikaz MC1 imunoreaktivnosti u entorinalnom korteksu, CA1
polju, ventralnom subikulumu i amigdalo-piriformnom prijelaznom podrucju Cetiri, osam i
jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila. MC1 i imunoreaktivnost ukazuje na patolosku
konformaciju proteina tau. TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; EC, entorinalni
korteks; CA1, CA1 polje; VSub, ventralni subikulum; APir, amigdalo-piriformno prijelazno
podrucje. Mjerilo = 50 um.
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Slika 5.4.3. Prikaz MC1 imunoreaktivnosti nakon inokulacije fizioloSke otopine. CTR,

skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu; EC, entorinalni korteks; CA1, CA1 polje;

VSub, ventralni subikulum; APir, amigdalo-piriformno prijelazno podrucje. Mjerilo = 50 pum.
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5.5. Utjecaj inokulacije tau oligomera i tau fibrila u medijalni
entorinalni korteks Wistar Stakora na gubitak sinapsi

Gubitak sinapsi klju€an je patogeni proces koji utje€Ce na pojavu simptoma u AD (302).
Kako bi se analiziralo da li inokulirani tau oligomeri i tau fibrili ulaze u sinapse i utjeCu
na njihovo propadanje, radena je kolokalizacija sa sinaptofizinom, presinapti¢kim

proteinom koji se veZe na vezikule u presinapsama.

UoCena je kolokalizacija u CA3 polju hipokampusa osam i jedanaest mjeseci nakon
inokulacije tau oligomera (Slika 5.5.1a), te Cetiri i jedanaest mjeseci nakon inokulacije
tau fibrila (Slika 5.5.1d).
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Slika 5.5.1. Kolokalizacija presinaptickog proteina sinaptofizina s tau oligomerima i tau
fibrilima u mozgu Stakora. (a) Reprezentativne slike prikazuju CA3 polje hipokampusa Cetiri,

osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera. Strelica na slici pokazuje signal
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kolokalizacije. (b) uvetana slika signala kolokalizacije u CAS3 regiji osam mjeseci nakon
inokulacije tau oligomera. (c) uvecana slika signala kolokalizacije u CA3 regiji jedanaest
mjeseci nakon inokulacije tau oligomera. (d) Reprezentativhe slike prikazuju CA3 polje
hipokampusa Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila. Strelica na slici
pokazuje signal kolokalizacije. (e) uvecana slika signala kolokalizacije u CA3 regiji osam
mjeseci nakon inokulacije tau fibrila. (f) uvecana slika signala kolokalizacije u CA3 regiji
jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila. TO, skupina zivotinja koja je primila tau
oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile. Mjerilo = 20 um za sliku a) i d), te 2
pm za sliku b), c). e) i f).
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5.6. Prikaz nakupljanja amiloida f i sparenih uzvojitih
filamenata proteina tau metodom bojanja Tioflavinom S

Nakupljanje amiloida i stvaranje sparenih uzvojitih filamenata tau proteina analizirano
je u medijalnom entorinalnom korteksu, CA1 polju i molekularnom sloju subikuluma

metodom bojanja Tioflavinom S.

Nakon inokulacije tau oligomera, u medijalnom entorinalnom korteksu uocen je
pozitivni signal koji odgovara zrelim neurofibrilarnim snopic¢ima i amiloidu 3 . Intenzitet
i koliCina uoCenog signala se povecala osam i jedanaest mjeseci od primjene tau
oligomera. U CA1 regiji Cetiri, osam i jedanaest mjeseci od primjene tau oligomera
uoceni su zreli neurofibrilarni snopi¢i i amiloid B, dok su u molekularnom sloju

subikuluma uoc€eni izvanstani¢ni neurofibrilarni snopiéi (Slika 5.6.1).

Nakon inokulacije tau fibrila, u medijalnom entorinalnom korteksu uocen je izrazen
pozitivni signal koji odgovara zrelim neurofibrilarnim snopi¢ima i amiloidu . U CA1l
regiji Cetiri osam i jedanaest mjeseci od primjene uoceni su zreli neurofibrilarni snopici
i amiloid B. U molekularnom sloju subikuluma uo€eni su izvanstani¢ni neurofibrilarni

snopici i neuritiCki plakovi (Slika 5.6.2).

U kontrolnoj skupini Zivotinja nije uo¢en signal u analiziranim podrucjima Cetiri, osam i

jedanaest mjeseci nakon primjene fizioloSke otopine (Slika 5.6.3).
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Slika 5.6.1. Prikaz neurofibrilarnih promjena i amiloida u mozgu Stakora nakon
inokulacije tau oligomera vizualizirano bojanjem Tioflavinom S. Reprezentativne slike
prikazuju analizirane regije Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera.
TO, skupina zivotinja koja je primila tau oligomere; MEC, medijalni entorinalni korteks; MoS,
molekularni sloj subikuluma. Mjerilo = 50 pm.
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Slika 5.6.2. Prikaz neurofibrilarnih promjena i amiloida u u mozgu stakora nakon
inokulacije tau fibrila vizualizirano bojanjem Tioflavinom S. Reprezentativhe slike
prikazuju analizirane regije Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera.
TF, skupina zivotinja koja je primila tau fibrile; MEC, medijalni entorinalni korteks; MoS,

molekularni sloj subikuluma. Mjerilo = 50 um.
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Slika 5.6.3. Analiza bojanjem Tioflavinom S u kontrolnoj skupini zivotinja.
Reprezentativne slike prikazuju analizirane regije Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon
inokulacije fizioloSke otopine. CTR, skupina zZivotinja koja je primila fiziolosku otopinu; MEC,

medijalni entorinalni korteks; MoS, molekularni sloj subikuluma. Mjerilo = 50 pum.

11 m

127



5.7. Prikaz neurofibrilarnih  promjena Gallyas bojanjem
metodom po Braaku

Kako bismo odredili da li intracerebralna primjena tau oligomera i tau fibrila u medijalni
entorinalni korteks uzrokuje agregaciju i Sirenje endogenog Stakorskog proteina tau te
stvaranje neurofibrilarnih promjena, Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon primjene

radeno je Gallyas bojanje metodom po Braaku.

5.7.1. Prikaz inkluzija pozitivnih na bojanje po Gallyasu u crvenoj jezgri (-5,64
mm od bregme), dorzalnoj rafe jezgri i retikularnoj jezgri mosta (-8,04 mm od

bregme)

Osam mjeseci nakon inokulacije tau oligomera dolazi do stvaranja inkluzija pozitivnih
na bojanje po Gallyasu u crvenoj jezgri. U kasnijoj vremensko tocci, jedanaest mjeseci

nakon inokulacije tau oligomera uoc€eni su globozni neurofibrilarni snopici.

Kaudalno od mjesta primjene tau oligomera uoCene su inkluzije u retikularnoj jezgri
mosta. Inkluzije su nadene samo Cetiri i o0sam mjeseci nakon primjene tau oligomera.
Neurofibrilarne promjene uo€ene su i u dorzalnoj rafe jezgri osam i jedanaest mjeseci

nakon inokulacije tau oligomera (Slika 5.7.1.1a).

U skupini Zivotinja koja je primila tau fibrile uoCena je neurofibrilarna patologija u
crvenoj jezgri u svim istrazenim vremenskim toCkama. Neurofibrilarne promjene
uocene su u retikularnoj jezgri mosta osam mjeseci, a u dorzalnoj rafe jezgri osam i

jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila (Slika 5.7.1.1Db).
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Slika 5.7.1.1. Prikaz inkluzija pozitivnih na bojanje po Gallyasu nastalih nakon
inokulacije tau oligomera i tau fibrila u medijalni entorinalni korteks. Reprezentativhe
slike Gallyas bojanja metodom po Braaku prikazuju crvenu jezgru, dorzalnu rafe jezgru i
retikularnu jezgru mosta Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije (a) tau oligomera i
(b) tau fibrila. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je
primila tau fibrile; RN, Crvena jezgra; DRN, dorzalna rafe jezgra; PnO, retikularna jezgra
mosta. Mjerilo = 50 pm.
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5.7.2. Inkluzije pozitivhe na bojanje po Gallyasu u dorzolateralnom entorinalnom

korteksu, te CA3 i CA1 polju hipokampusa (-5,64 mm od bregme)

Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera (Slika 5.7.2.1a) i tau
fibrila (Slika 5.7.2.1b) u medijalni entorinalni korteks uoCeno je stvaranje inkluzija
pozitivnih na bojanje po Gallyasu u dorzolateralnom entorinalnom korteksu. Inkluzije
suuocene u CA3 i CA1 polju hipokampusa osam i jedanaest mjeseci nakon primjene
tau oligomera. Osam mjeseci nakon primjene tau oligomera uoCeni su zreli snopici, a
jedanaest mjeseci nakon primjene uoc€eni su argirofilni neurofibrilarni snopi¢i u CA3
polju hipokampusa. (Slika 5.7.2a). Nakon primjene tau fibrila uo€ene su inkluzije
pozitivne na bojanje po Gallyasu u CA1l i CA3 polju polju hipokampusa u svim

vremenskim toCkama, (Slika 5.7.2b).
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Slika 5.7.2 Prikaz inkluzija pozitivnih na bojanje po Gallyasu nastalih nakon inokulacije
tau oligomera i tau fibrila u medijalni entorinalni korteks Stakora. Reprezentativne slike
Gallyas bojanja metodom po Braaku prikazuju dorzolateralni entorinalni korteksu te CA1 i CA3
polje hipokampusa Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije (a) tau oligomera i (b)
tau fibrila .TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je
primila tau fibrile; DLEnNt, dorzolateralni entorinalni korteks; CA1, CAl polje; CA3, CA3 polje.
Mjerilo = 50 pm.
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5.8. Prikaz neurohistopatoloskih promjena bojanjem otopinom
srebrnog nitrata prema Bielschowskom

Kako bi se analiziralo da li intracerebralna primjena tau oligomera i tau fibrila uzrokuje
stvaranje neurohistopatoloskih promjena, radeno je bojanje prema Bielschowskom
Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera i tau fibrila u medijalni
entorinalni korteks Wistar Stakora. Analizirane su regije na razini injiciranja (-6,84 mm
od bregme), rostralno (-5,64 mm od bregme) i kaudalno od mjesta injiciranja (-8,04

mm od bregme).

Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera (Slika 5.8.1a) i tau
fibrila (Slika 5.8.1b) u medijalni entorinalni korteks uoene su promjene u
hipokampalnoj formaciji (CA3). Osam mjeseci nakon primjene tau oligomera u
dorzalnoj rafe jezgri uocene su neurofibrilarne promjene (Slika 5.8.1a). Neurofibrilarne
promjene uocene su Cetiri i jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila u dorzalnoj
rafe jezgri (Slika 5.8.1b). U crvenoj jezgri neurofibrilarne promjene uofene su
jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera (Slika 5.8.1a), te Cetiri, osam i

jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila (Slika 5.8.1b).
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Slika 5.8.1. Prikaz neurohistopatoloskih promjena bojanjem otopinom srebrnog nitrata
prema Bielschowskom. Reprezentativne slike prikazuju CA3 polje hipokampusa, dorzalnu
rafe jezgru i crvenu jezgru Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije (a) tau oligomera
i (b) tau fibrila .TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina zivotinja koja je
primila tau fibrile; CA3, CA3 polje; RN, Crvena jezgra; DRN, dorzalna rafe jezgra. Mjerilo = 50
pm.
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5.9. Detekcija tau fibrila i tau oligomera western blot metodom

5.9.1. Razina tau oligomera i tau fibrila nakon inokulacije u medijani entorinalni
korteks Wistar Stakora analizirana pomoéu HT7 protutijela specificnog za tau

protein covjeka

Razina ljudskog proteina tau (HT7, epitopi tau proteina ¢ovjeka 159-163) i ukupnog
proteina tau (Tau5) analizirana je iz homogenata entorinalnog korteksa i hipokampusa
Stakora Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila, tau oligomera ili
fizioloSke otopine u medijalni entorinalni korteks Stakora. Intenzitet signala proteina je

kvantificiran i normaliziran prema ukupnom signalu svih proteina u uzorku.

Razina tau proteina Covjeka (HT7) u entorinalnom korteksu S$takora

Razina ljudskog proteina tau u homogenatima entorinalnog korteksa mjerena je
western blot metodom, a predoCene slike membrana su reprezentativan prikaz

detekcije ljudskog proteina tau i ukupnog proteina tau (Slika 5.9.1.1a).

Nisu uoCene statisticki znaCajne promjene u razini ljudskog proteina tau (Slika
5.9.1.1b) i ukupnog proteina tau (Slika 5.9.1.1c) u uzorcima homogenata entorinalnog

korteksa.
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Slika 5.9.1.1. Detekcija tau proteina ¢ovjeka (HT7) i ukupnog proteina tau (Tau5) u
entorinalnom korteksu Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke
otopine. (a) Reprezentativan prikaz detekcije tau proteina Covjeka (HT7) i ukupnog tau
proteina (Tau5) western blot metodom. Grafovi prikazuju relativni intenzitet signala (c) tau
proteina Covjeka i (d) ukupnog proteina tau. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost = SD
relativnog intenziteta signala na western blotu normaliziranog prema ukupnom sadrzaju
proteina u uzorcima entorinalnog korteksa. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere;
TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku

otopinu; EC, entorinalni korteks.

Razina tau proteina ¢ovjeka (HT7) u hipokampusu Stakora

Razina tau proteina ¢ovjeka u homogenatima hipokampusa mjerena je western blot
metodom, a predoCene slike membrana su reprezentativan prikaz detekcije tau

proteina ¢ovjeka i ukupnog proteina tau (Slika 5.9.1.2a).
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Nisu uolene statisticki znaCajne promjene u razini ljudskog proteina tau (Slika

5.9.1.2b) i

hipokampusa.
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Slika 5.9.1.2. Detekcija tau proteina ¢ovjeka (HT7) i ukupnog proteina tau (Tau5) u

hipokampusu Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine.

(a) Reprezentativan prikaz detekcije tau proteina ¢ovjeka (HT7) i ukupnog tau proteina (Tau5)

western blot metodom. Grafovi prikazuju relativni intenzitet signala (c) tau proteina ¢ovjeka i

(d) ukupnog proteina tau. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost *

SD relativhog

intenziteta signala na western blotu normaliziranog prema ukupnom sadrzaju proteina u

uzorcima hipokampusa. TO, skupina zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina

zZivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu; HC,

hipokampus.
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5.9.2. Razina oligomernog oblika tau proteina u hipokampusu i entorinalnom
korteksu Stakora analizirana pomoc¢u T22 protutijela specificnog za injicirane tau

oligomere

Razina oligomernog oblika proteina tau (T22) i ukupnog proteina tau (Tau5) analizirana
je iz homogenata hipokampusa i entorinalnog korteksa Cetiri, osam i jedanaest mjeseci
nakon primjene tau fibrila, tau oligomera ili fizioloSke otopine u medijalni entorinalni
korteks Stakora. Intenzitet signala proteina je kvantificiran i normaliziran prema

ukupnom signalu svih proteina u uzorku.
Razina oligomernog oblika proteina tau u entorinalnom korteksu Stakora

Razina oligomernog oblika proteina tau u entorinalnom korteksu mjerena je western
blot metodom, a predoene slike membrana su reprezentativan prikaz detekcije

oligomernog proteina tau i ukupnog proteina tau (Slika 5.9.2.1a).

Nisu uoCene statistiCki znacajne promjene u razini oligomernog oblika proteina tau
(Slika 5.9.2.1b) i ukupnog proteina tau (Slika 5.9.2.1c) u uzorcima homogenata

entorinalnog korteksa.
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Slika 5.9.2.1. Detekcija oligomernog oblika proteina tau (T22) i ukupnog proteina tau
(Tau5) u entorinalnom korteksu Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili
fizioloSke otopine. (a) Reprezentativan prikaz oligomernog oblika proteina tau (T22) i
ukupnog proteina tau (Tau5) western blot metodom. Grafovi prikazuju relativni intenzitet
signala (c) oligomernog oblika proteina tau i (d) ukupnog proteina tau. Svaki stupac predstavlja
srednju vrijednost + SD relativnog intenziteta signala na western blotu normaliziranog prema
ukupnom sadrzaju proteina u uzorcima entorinalnog korteksa. TO, skupina Zivotinja koja je
primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; skupina zivotinja

koja je primila fizioloSku otopinu; EC, entorinalni korteks.

Razina oligomernog oblika proteina tau u hipokampusu Stakora

Razina oligomernog oblika proteina tau u hipokampusu mjerena je western blot
metodom, a predoCene slike membrana su reprezentativan prikaz detekcije ljudskog

proteina tau i ukupnog proteina tau (Slika 5.9.2.2a).
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Nisu uoCene statistiCki znaCajne promjene u razini oligomernog oblika proteina tau
(Slika 5.9.2.2b) i ukupnog proteina tau (Slika 5.9.2.2¢) u uzorcima homogenata

hipokampusa.

a)
TO TF CITR

3m 6m 9m 3m 6m 9m 3m 6m 9m

| ' ' ‘ -250 kD
122 - | e 4 i 75 kD

-75 kD
Tab g sg elas e
-50 kD
T22 B0 ukupni tau g0
HC BTF HC BTF
ECTR ECTR
o 025 08
© ©
c
80 0,201 &
“ n
+ =
9 ]
S 015 L=
< c
9 ]
2 +—
£ 0.10 £
2 S
& &
& &
4m 8m 11m 4m 8m 11m

Slika 5.9.2.2 Detekcija oligomernog oblika proteina tau (T22) i ukupnog proteina tau
(Tau5) u hipokampusu Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke
otopine. (a) Reprezentativan prikaz oligomernog oblika tau proteina (T22) i ukupnog proteina
tau (Tau5) western blot metodom. Grafovi prikazuju relativni intenzitet signala (¢) oligomernog
oblika proteina tau i (d) ukupnog proteina tau. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost +
SD relativnog intenziteta signala na western blotu normaliziranog prema ukupnom sadrzaju
proteina u uzorcima entorinalnog korteksa. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere;
TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku

otopinu; HC, hipokampus.
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5.10. Analiza izraZaja fosforiliranog proteina tau western blot
metodom

Izrazaj proteina tau fosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205 (AT8), serinu 396 i serinu
404 (PHF1), serinu 202 (CP13), te treoninu 212 i serinu 214 (AT100) analiziran je iz.
homogenata entorinalnog korteksa i hipokampusa Cetiri, osam i jedanaest mjeseci
nakon inokulacije tau fibrila, tau oligomera ili fizioloSke otopine u medijalni entorinalni
korteks Stakora. Intenzitet signala proteina je kvantificiran i normaliziran prema
ukupnom signalu svih proteina u uzorku. Fosforilacija proteina tau izrazena je kao

omjer imunoreaktivnosti fosforiliranog proteina tau prema ukupnom tau.
5.10.1. Izrazaj tau proteina fosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205 (AT8)

IzraZaj proteina tau fosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205 u entorinalnom korteksu

Stakora

Razina fosforiliranog proteina tau (AT8) u homogenatima entorinalnog korteksa
mjerena je western blot metodom, a predoCene slike membrane su reprezentativan

prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau i ukupnog proteina tau (Slika 5.10.1.1a).

Nisu uoCene statistiCki znaCajne promjene u omjeru fosforiliranog (AT8) i ukupnog
proteina tau (Taub) (Slika 5.10.1.1b), kao i u izrazaju fosforiliranog proteina tau (Slika
5.10.1.1c) u uzorcima homogenata entorinalnog korteksa. UoCena je smanjena
ekspresija ukupnog proteina tau jedanaest mjeseci nakon primjene fizioloSke otopine
u kontrolnoj skupini Zivotinja (p < 0,05) (Slika 5.10.1.1d).
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Slika 5.10.1.1. Izrazaj proteina tau fosforiliranog na Ser202/Thr205 (AT8) u entorinalnom
korteksu Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. (a)
Reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau (AT8) i ukupnog proteina tau
(Tau5) western blot metodom. (b) Fosforilacija proteina tau izraZena je kao omjer
imunoreaktivnosti AT8 prema ukupnom tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) proteina tau
fosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205 (AT8) i (d) ukupnog proteina tau. Svaki stupac
predstavlja srednju vrijednost = SD relativnog intenziteta signala na western blotu
normaliziranog prema ukupnom sadrZaju proteina u uzorcima entorinalnog korteksa. TO,
skupina zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile;

CTR; skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu; EC, entorinalni korteks. * p<0,05.

IzraZaj proteina tau fosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205 u hipokampusu Stakora

Razina fosforiliranog proteina tau (AT8) u homogenatima hipokampusa mjerena je
western blot metodom, a predoCene slike membrana su reprezentativan prikaz

detekcije fosforiliranog proteina tau i ukupnog proteina tau (Slika 5.10.1.2a).
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Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila, dolazi do znaajne promjene u omjeru
fosforiliranog i ukupnog proteina tau u hipokampusu Zivotinja u odnosu na omjer
proteina tau izmjeren nakon Cetiri mjeseca (p < 0,05) i osam mjeseci (p <0,01). UoCena
jeiznacajna je promjena u omjeru fosforiliranog (AT8) i ukupnog proteina tau u odnosu
na kontrolnu skupinu iste dobi (p < 0,05) (Slika 5.10.1.1b).

Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila, izmjerena je povecana ekspresija
fosforiliranog proteina tau u hipokampusu Zivotinja u odnosu na kontrolnu skupinu
zivotinja iste dobi (p < 0,001) i na skupinu zZivotinja koje su primile tau oligomere (p <
0,01). Takoder, dolazi do porasta ekspresije fosforiliranog proteina tau u hipokampusu
zivotinja u odnosu na ekspresiju proteina izmjerenu nakon Cetiri mjeseca (p < 0,05) i

ekspresiju proteina izmjerenu nakon osam mjeseci (p < 0,001) (Slika 5.10.1.2c).

Ekspresija ukupnog proteina tau bila je pove¢ana Cetiri mjeseca nakon primjene tau
oligomera u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja iste dobi (p < 0,05). Ekspresija
ukupnog proteina tau je veca Cetiri mjeseca nakon primjene tau oligomera u odnosu
na osam mjeseci (p < 0,05) i jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera (p <
0,01) (Slika 5.10.1.2d).
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Slika 5.10.1.2. Izrazaj proteina tau fosforiliranog na Ser202/Thr205 (AT8) u hipokampusu
Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. (a)
Reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau (AT8) i ukupnog tau proteina
(Tau5) western blot metodom. (b) Fosforilacija proteina tau izrazena je kao omjer
imunoreaktivnosti AT8 prema ukupnom tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) proteina tau
fosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205 (AT8) i (d) ukupnog proteina tau. Svaki stupac
predstavlja srednju vrijednost + SD relativnog intenziteta signala na western blotu
normaliziranog prema ukupnom sadrZaju proteina u uzorcima entorinalnog korteksa. TO,
skupina zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile;
CTR; skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu; HC, hipokampus. * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001.
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5.10.2. Izrazaj proteina tau fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 (PHF1)

IzraZaj proteina tau fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 u entorinalnom korteksu

Stakora

Razina proteina tau fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 mjerena je u
homogenatima entorinalnog korteksa Stakora western blot metodom, a predoCene
slike membrana su reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau i

ukupnog proteina tau (Slika 5.10.2.1a).

Nisu uoCene statistiCki znaCajne promjene u omjeru fosforiliranog i ukupnog proteina
tau (Slika 5.10.2.1b), kao i u izrazaju proteina tau fosforiliranog na Ser396/Ser404
(Slika 5.10.2.1c) i ukupnog proteina tau (Slika 5.10.2.1d) u uzorcima homogenata

entorinalnog korteksa.
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Slika 5.10.2.1. lzrazaj proteina tau fosforiliranog na Ser396/Ser404 u entorinalnom

korteksu Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. (a)
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Reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau (PHF1) i ukupnog proteina tau
(Tau5) western blot metodom. (b) Fosforilacija proteina tau izrazena je kao omjer
imunoreaktivnosti PHF1 prema ukupnom tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) proteina tau
fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 (PHF1) i (d) ukupnog proteina tau. Svaki stupac
predstavlja srednju vrijednost = SD relativnog intenziteta signala na western blotu
normaliziranog prema ukupnom sadrZaju proteina u uzorcima entorinalnog korteksa. TO,
skupina zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina zZivotinja koja je primila tau fibrile;

CTR; skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu; EC, entorinalni korteks.

Izrazaj proteina tau fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 u hipokampusu Stakora

Izrazaj proteina tau fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 mjeren je u homogenatima
hipokampusa Stakora western blot metodom, a predoCene slike membrana su
reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau i ukupnog proteina tau
(Slika 5.10.2.2a).

Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila, dolazi do znaajne promjene u omjeru
fosforiliranog i ukupnog proteina tau u hipokampusu Zivotinja u odnosu na omjer

proteina tau nakon Cetiri mjeseca (p < 0,05) i osam mjeseci (p <0,01) (Slika5.10.2.2b).

Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila, dolazi do porasta ekspresije
fosforiliranog proteina tau u hipokampusu Zivotinja u odnosu na ekspresiju proteina
izmjerenu nakon osam mjeseci (p < 0,01) (Slika 5.10.2.2c¢), dok nisu uo¢ene statisticki

znaCajne promjene u ekspresiji ukupnog proteina tau (Slika 5.10.2.2d).
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Slika 5.10.2.2. lzrazaj proteina tau fosforiliranog na Ser396/Ser404 u hipokampusu
Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. (a)
Reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau (PHF1) i ukupnog proteina tau
(Tau5) western blot metodom. (b) Fosforilacija proteina tau izrazena je kao omjer
imunoreaktivnosti PHF1 prema ukupnom tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) proteina tau
fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 (PHF1) i (d) ukupnog proteina tau. Svaki stupac
predstavlja srednju vrijednost = SD relativnog intenziteta signala na western blotu
normaliziranog prema ukupnom sadrZaju proteina u uzorcima entorinalnog korteksa. TO,
skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile;
CTR; skupina zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu; HC, hipokampus. * p < 0,05; ** p <
0,01.
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5.10.3. Izrazaj proteina tau fosforiliranog na serinu 202 (CP13)

IzraZaj proteina tau fosforiliranog na serinu 202 u entorinalnom korteksu Stakora

Izrazaj proteina tau fosforiliranog na serinu 202 (CP13) mjeren je u homogenatima
entorinalnog korteksa Stakora western blot metodom, a predoCene slike membrana su
reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau (CP13) i ukupnog proteina
tau (Taub) (Slika 5.10.3.1a).

Nisu uoCene statistiCki znaCajne promjene u omjeru fosforiliranog (CP13) i ukupnog
proteina tau u uzorcima homogenata entorinalnog korteksa (Slika 5.10.3.1b). Osam
mjeseci nakon primjene fizioloSke otopine dolazi do pada u razini fosforiliranog
proteina tau (p < 0,05) (Slika 5.0.3.1c), dok osam mjeseci nakon primjene tau fibrila

dolazi do pada u razini ukupnog proteina tau (p < 0,05) (Slika 5.10.3.1d).

150



Q
~

(@)
~—

CP13/ukupni tau g0
EC BTF
B CTR
0.8
TO TF CTR E:
oy
3m 6m 9m 3m 6m 9m 3m 6m 9m F 0.6
e LT T
cp13 @ B 2
- ' 50kD T 04
c
75kD =
Tau5 . ." . R s
. - . .-50 kD % 02
o

e
=)

CP13 70 ukupni tau §70
EC BTF EC G
BCTR ECTR
© 0.201 © 0.4
© ©
) S .
— S |

2 2 0.3
g 5
N ‘N
C
2 G 0.2]
£ €
5 2 0.1
® &
& &

g
d

Slika 5.10.3.1. lzrazaj proteina tau fosforiliranog na Ser202 u entorinalnom korteksu
Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. (a)
Reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau (CP13) i ukupnog proteina tau
(Tau5) western blot metodom. (b) Fosforilacija proteina tau izraZena je kao omijer
imunoreaktivnosti CP13 prema ukupnom tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) proteina tau
fosforiliranog na serinu 202 (CP13) i (d) ukupnog proteina tau. Svaki stupac predstavlja srednju
vrijednost £ SD relativnog intenziteta signala na western blotu normaliziranog prema ukupnom
sadrzaju proteina u uzorcima entorinalnog korteksa. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau
oligomere; TF, skupina zZivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; skupina Zivotinja koja je primila

fizioloSku otopinu; EC, entorinalni korteks. * p<0,05.
IzraZaj proteina tau fosforiliranog na serinu 202 u hipokampusu Stakora

Izrazaj proteina tau fosforiliranog na serinu 202 (CP13) mjeren je u homogenatima
hipokampusa Stakora western blot metodom, a predoCene slike membrana su
reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau (CP13) i ukupnog proteina

tau (Taub) (Slika 5.10.3.2a).
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Osam mjeseci nakon primjene tau fibrila, dolazi do pada u omjeru fosforiliranog i
ukupnog proteina tau u hipokampusu zivotinja u odnosu na omjer tau proteina nakon
Cetiri mjeseca (p < 0,05). Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila, dolazi do
porasta omjera fosforiliranog i ukupnog proteina tau u hipokampusu Zivotinja u odnosu
na ekspresiju proteina izmjerenu nakon osam mjeseci (p < 0,05) (Slika 5.10.3.2b).
Osam mjeseci nakon primjene tau fibrila dolazi do pada razine proteina tau
fosforiliranog na Ser202 (p < 0,05). Takoder, osam mjeseci nakon primjene fizioloSke
otopine dolazi do pada u razini fosforiliranog proteina tau (p < 0,01) (Slika 5.10.3.2c).
Nisu uoCene statistiCki znacajne promjene u ekspresiji ukupnog proteina tau (Slika
5.10.3.2d).
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Slika 5.10.3.2. lzrazaj proteina tau fosforiliranog na Ser202 u hipokampusu Stakora
nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. (a) Reprezentativan
prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau (CP13) i ukupnog proteina tau (Tau5) western blot

metodom. (b) Fosforilacija proteina tau izraZzena je kao omjer imunoreaktivnosti CP13 prema
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ukupnom tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) proteina tau fosforiliranog na serinu 202 (CP13)
i (d) ukupnog proteina tau. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost + SD relativhog
intenziteta signala na western blotu normaliziranog prema ukupnom sadrzaju proteina u
uzorcima entorinalnog korteksa. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF,
skupina zZivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku
otopinu; HC, hipokampus. * p < 0,05; ** p < 0,01.

5.10.4. Izrazaj proteina tau fosforiliranog na treoninu 212 i serinu 214 (AT100)

IzraZaj proteina tau fosforiliranog na serinu treoninu 212 i serinu 214 u entorinalnom

korteksu Stakora

Izrazaj proteina tau fosforiliranog na treoninu 212 i serinu 214 (AT100) mjeren je u
homogenatima entorinalnog korteksa Stakora western blot metodom, a predoCene
slike membrana su reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau (AT100)

i ukupnog proteina tau (Tau5) (Slika 5.10.4.1a).

Nisu uoCene statistiCki znaCajne promjene u omjeru proteina tau fosforiliranog na
Thr212/Ser214 i ukupnog proteina tau (Slika 5.10.4.1b), kao i u izrazaju fosforiliranog
proteina tau (Slika 5.10.4.1c) i ukupnog proteina tau (Slika 5.10.4.1d) u uzorcima

homogenata entorinalnog korteksa.
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Slika 5.10.4.1. lzrazaj proteina tau fosforiliranog na Thr212/Ser214 u entorinalnom
korteksu Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. (a)
Reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau (AT100) i ukupnog proteina tau
(Tau5) western blot metodom. (b) Fosforilacija proteina tau izraZena je kao omjer
imunoreaktivnosti AT100 prema ukupnom tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) proteina tau
fosforiliranog na treoninu 212 i serinu 214 (AT100) i (d) ukupnog tau proteina. Svaki stupac
predstavlja srednju vrijednost = SD relativnog intenziteta signala na western blotu
normaliziranog prema ukupnom sadrzaju proteina u uzorcima entorinalnog korteksa. TO,
skupina zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile;

CTR; skupina zZivotinja koja je primila fizioloSku otopinu; EC, entorinalni korteks.

IzraZaj proteina tau fosforiliranog na serinu treoninu 212 i serinu 214 u hipokampusu

Stakora

Izrazaj proteina tau fosforiliranog na treoninu 212 i serinu 214 (AT100) mjeren je u

homogenatima hipokampusa Stakora western blot metodom, a predoCene slike
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membrana su reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau (AT100) i

ukupnog proteina tau (Tau5) (Slika 5.10.4.2a).

Nisu uocCene statistiCki znaCajne promjene u omjeru fosforiliranog i ukupnog proteina
tau (Slika 5.10.4.2b), kao i u izraZzaju ukupnog proteina tau (Slika 5.10.4.2d) u
uzorcima homogenata hipokampusa. Povecana je ekspresija fosforiliranog proteina
tau Cetiri mjeseca nakon primjene tau oligomera u odnosu na kontrolnu skupinu (p <
0,05) i na skupinu koja je primila tau fibrile (p < 0,01). Smanjena je razina ekspresije
fosforiliranog proteina tau osam mjeseci (p < 0,001) i jedanaest mjeseci (p < 0,01)
nakon primjene tau oligomera u odnosu na ekspresiju proteina izmjerenu nakon Cetiri
mjeseca (Slika 5.10.4.2¢).
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Slika 5.10.4.2. lzrazaj proteina tau fosforiliranog na Thr212/Ser214 u hipokampusu
Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. (a)
Reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog proteina tau (AT100) i ukupnog proteina tau

(Tau5) western blot metodom. (b) Fosforilacija proteina tau izrazena je kao omjer
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imunoreaktivnosti AT100 prema ukupnom tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) proteina tau
fosforiliranog na treoninu 212 i serinu 214 (AT100) i (d) ukupnog tau proteina. Svaki stupac
predstavlja srednju vrijednost = SD relativnog intenziteta signala na western blotu
normaliziranog prema ukupnom sadrZaju proteina u uzorcima entorinalnog korteksa. TO,
skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile;
CTR; skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu; HC, hipokampus. * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001.

5.11. Ucinak inokulacije tau oligomera i tau fibrila na
fosforilaciju proteina tau mjereno ELISA metodom

ELISA metodom izmjerena je razina proteina tau fosforiliranog na serinu 396 i serinu
404 (PHF1) u entorinalnom korteksu i hipokampusu Wistar Stakora Cetiri, osam i
jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine.

Razina ukupnog proteina tau izmjerena iz uzoraka likvora.

5.11.1. Razina proteina tau fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 u

entorinalnom korteksu i hipokampusu Stakora

U entorinalnom korteksu izmjerene su statistiCki znacajne razlike u razini fosforiliranog
proteina tau u prvoj testiranoj vremenskoj to€ci, u skupini Zivotinja koja je primila tau
oligomere u odnosu na skupinu koja je primila tau fibrile (p < 0,0001) i kontrolnu
skupinu (p < 0,0001). Takoder, u toj skupini uoCena je veca razina fosforiliranog
proteina tau u odnosu na osam (p < 0,01) i jedanaest mjeseci (p < 0,05) nakon primjene
tau oligomera. Cetiri mjeseca nakon primjene tau fibrila uo&en je porast fosforiliranog
proteina tau u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,0001). Dolazi do porasta
fosforiliranog proteina tau u kasnijim vremenskim tokama, osam mjeseci (TF 4m vs.
TF 8m, p < 0,0001) i jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila (TF 4m vs. TF 11m,
p < 0,0001; TF 8mvs. TF 11m, p < 0,0001). Jedanaest mjeseci nakon primjene tau
oligomera dolazi do porasta fosforiliranog proteina tau u odnosu na kontrolnu skupinu
(p < 0,001) i skupinu koja je primila tau fibrile (p < 0,001). Jedanaest mjeseci nakon
primjene tau fibrila dolazi do porasta fosforiliranog proteina tau u odnosu na kontrolnu
skupinu (p < 0,0001) (Tablica 5.11.1.1; Slika 5.11.1.1a).
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U hipokampusu, Cetiri mjeseca nakon tretmana, izmjerene su statistiCki znacajne
razlike u razini fosforiliranog proteina tau u skupini zZivotinja koja je primila tau fibrile u
odnosu na skupinu koja je primila tau oligomere (p < 0,001) i kontrolnu skupinu (p <
0,0001). Osam mjeseci nakon primjene tau fibrila uo€en je porast fosforiliranog
proteina tau u odnosu na skupinu koja je prilila tau oligomere (p < 0,0001). Osam
mjeseci nakon tretmana, te jedanaest mjeseci nakon tretmana, skupina koja je primila
tau oligomere ima manje fosforiliranog proteina tau u odnosu na kontrolnu skupinu (TO
8m vs. CTR 8m, p < 0,0001; TO 11m vs. CTR 11m, p < 0,0001) (Tablica 5.11.1.2;
Slika 5.11.1.1b).

Tablica 5.11.1.1. Razina fosforiliranog proteina tau (pSer396/Serd404) iz uzoraka
entorinalnog korteksa Stakora

Entorinalni korteks TO TF CTR
4m 100,61 + 2,80 64,40 +0,93 14,83 £ 0,89
8m 89,66 +1,71 87,81 + 8,95 94,25+ 2,83
11m 91,90 +1,08 103,10 + 2,58 81,62 +1,29

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + SD. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau
oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; skupina Zivotinja koja je primila
fizioloSku otopinu. Podaci su obradeni two-way ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.

Tablica 5.11.1.2. Razina fosforiliranog proteina tau (pSer396/Ser404) iz uzoraka
hipokampusa Stakora

Hipokampus TO TF CTR
4m 145,67 £ 4,60 175,01 £ 7,60 134,33 £ 3,00
8m 149,98 £ 6,44 186,47 £ 5,83 188,89 + 16,92
11m 137,23 + 2,26 178,87 + 4,90 182,24 £ 5,00

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + SD. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau
oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; skupina Zivotinja koja je primila
fizioloSku otopinu. Podaci su obradeni two-way ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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Slika 5.11.1.1. U€inak inokulacije tau oligomera i tau fibrila na razinu proteina tau
fosforiliranog na Ser396/Ser404. ELISA metodom izmjerena je razina proteina tau
fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 (PHF1) u (a) entorinalnom korteksu i (b) hipokampusu
Stakora Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke
otopine. Podaci su analizirani two-way ANOVA testom uz Tukey post-hoc test, svaki stupac
predstavlja srednju vrijednost + SD. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF,
skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku

otopinu; EC, entorinalni korteks; HC, hipokampus. *p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001; **** p
< 0,0001.
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5.11.2. Razina ukupnog proteina tau u likvoru Stakora

U likvoru, koncentracija ukupnog proteina tau viSa je Cetiri mjeseca nakon primjene tau
fibrila u odnosu na skupinu koja je primila tau oligomere (p < 0,01) i kontrolnu skupinu
Zivotinja (p < 0,0001). Izmedu osmog i jedanaestog mjeseca dolazi do porasta
ukupnog proteina tau u skupini koja je primila tau fibrile (p < 0,05). Jedanaest mjeseci
nakon primjene tau fibrila veca je razina ukupnog tau u odnosu na skupinu koja je
primila tau oligomere (p < 0,0001) (Tablica 5.11.2.1; Slika 5.11.2.1).

Tablica 5.11.2.1. Razina ukupnog tau iz uzoraka likvora Stakora

Likvor TO TF CTR
4m 2596,39 + 935,01 4901,00 + 1002,74 1434,08 + 498,90
8m 1563,63 + 466,78 3288,48 + 829,58 2992,27 + 477,87
11m 1924,44 + 788,97 5233,07 + 501,44 4098,82 + 882,41

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + SD. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau
oligomere; TF, skupina zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; skupina zivotinja koja je primila
fizioloSku otopinu. Podaci su obradeni two-way ANOVA testom uz Tukey post-hoc test

ukupni tau
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6000
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Slika 5.11.2.1. U¢inak inokulacije tau oligomera i tau fibrila na razinu ukupnog proteina
tau u likvoru Stakora. ELISA metodom izmjerena je razina ukupnog proteina tau u likvoru
Stakora Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke
otopine. Podaci su analizirani two-way ANOVA testom uz Tukey post-hoc test, svaki stupac
predstavlja srednju vrijednost + SD. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF,
skupina zZivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku
otopinu; CSF, likvor. * p < 0,05; ** p < 0,01, **** p < 0,0001.
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5.12. Pracenje ucinka primjene tau oligomera i tau fibrila na
stvaranje amiloid

Imunohistokemijskom metodom bojanja analizirano je nakupljanje amiloida 3 u mozgu
Wistar Stakora Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera i tau
fibrila. KorisSteno je 4G8 protutijelo na amiloid B koje se veze na aminokiselinske

ostatke 17-24, odnosno na epitop 18-22 unutar amiloid 3 peptida.

Analizirane su razine -5,64 mm od bregme, -6,84 mm od bregme i 8,04 mm od bregme.
Reprezentativan slikovni prikaz amiloidnih plakova u dorzolateralnom entorinalnom
korteksu, hipokampusu i vidnom korteksu prikazan je na slici 5.12.1. Rezultati su
prikazani grafiCki kao postotak opterecenja amiloid beta plakovima unutar odredenog

ROI podrugja.

160



161



b) CTR

DLEnNt HC VvC

E
<

100 pm 100 pm 100 pm
S
0

100 pm 100 pm 100 pm
S
-
-—

100 pm 100 pm 100 pm

Slika 5.12.1. Izrazaj biljega 4G8 u dorzolateralnom entorinalnom korteksu, hipokampusu
i vidnom korteksu Stakora. Reprezentativan prikaz Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon
inokulacije (a) tau oligomera i tau fibrila te (b) fizioloSke otopine DLEnNt, dorzolateralni
entorinalni korteks; HC, hipokampus; VC, vidni korteks ; TO, skupina Zivotinja koja je primila
tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; kontrolna skupina Zivotinja

koja je primila fizioloSku otopinu. Mjerilo = 100 um.

5.12.1. Prikaz optereéenja plakovima na razini -5,64 mm bregme

Unutar razine -5,64 mm od bregme analizirana su ROI podrucja definirana kao ROl I:
retrosplenijalno, vidno i sludno podrucje, asocijacijsko podrucje sljepoocnog reznja,
ektorinalni i peririnalni korteks; ROI II: dorzolateralni entorinalni korteks; ROI Il

ventralni i dorzalni subikulum, nazubljena vijuga, CA1 i CA3 polje (Slika 5.12.1.1a).

U ROI I nije uoCena statistiCki znacajna razlika u opterecenju plakovima Cetiri mjeseca

nakon primjene tau oligomera ili fibrila. UoCeno je poveéanje povrSine zaokupljene
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plakovima osam mjeseci nakon primjene tau fibrila (TF 8m vs. TF 4m, p = 0,0001).
Takoder, znatna je razlika u opterecenju plakovima osam mjeseci nakon primjene tau
fibrila u odnosu na skupinu koja je primila tau oligomere i kontrolnu skupinu (p <
0,0001) (Slika 5.12.1.1b).

U ROI Il dolazi do stvaranja plakova samo jedanaest mjeseci nakon primjene tau
oligomera (TO 4mvs. TO 11m,p < 0,05; TO8m vs. TO 11m, p <0,05; TO 11mvs. TF
11m, p<0,05; TO 11mvs. CTR 11m, p < 0,05) (Slika 5.12.1.1c).

U ROI Ill uo€eno je stvaranje amiloidnih plakova Cetiri mjeseca nakon primjene tau
fibrila (TF 4m vs. CTR 4m, p < 0,05). Osam mjeseci nakon tretmana, skupina zivotinja
koja je primila tau oligomere (p < 0,05) i skupina zZivotinja koja je primila tau fibrile (p=
p < 0,05) pokazuje vise amiloidnih plakova u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja iste
dobi. Vece je opterecenje plakovima osam u odnosu na jedanaest mjeseci nakon
primjene tau oligomera (p < 0,05). Jedanaest mjeseci nakon tretmana nema statisticke
znacCajne razlike u ROI 11l (Slika 5.12.1.1d).
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Slika 5.12.1.1. Prikaz postotka povrsine zaokupljene amiloidom B na razini -5,64 mm od
bregme. (a) llustrativan prikaz analiziranih regija narazini -5,64 mm od bregme. Graficki prikaz
analize opterecenja plakovima unutar ROI | (b), ROI Il (¢) i ROI lll (d) mjereno &etiri , osam
mjeseci i jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine.
Podatci su analizirani two-way ANOVA testom s Tukey post-hoc testom i izrazeni kao srednja
vrijednost + SD. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja
je primila tau fibrile; CTR; kontrolna skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu. * p <
0,05; *** p < 0,001; *** p < 0,0001.

5.12.2. Prikaz optereéenja plakovima na razini -6,84 mm bregme

Unutar razine -6,84 mm od bregme analizirana su podru¢ja ROI I: retrosplenijalno,
vidno i slusno podrucje, asocijacijsko podrucje sljepoocnog reznja, ektorinalni i
peririnalni  korteks; ROI II: dorzolateralni, dorzalni intermedijalni, ventralni

intermedijalni, medijalni i kaudomedijalni entorinalni korteks; ROI IlI: ventralni i dorzalni
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subikulum, parasubikulum, postsubikulum, presubikulum, CAl polje i nazubljena
vijuga (Slika 5.12.2.1a).

U ROI I, Cetiri mjeseca nakon primjene tau oligomera i tau fibrila nema statisticki
znacCajne razlike u uo€enim amiloidnim plakovima izmedu skupina. Osam i jedanaest

mjeseci nakon tretmana nisu uoceni plakovi (Slika 5.12.2.1b).

U ROI Il, Cetiri mjeseci nakon tretmana, skupina koja je primila tau oligomere (p < 0,05)
i skupina koja je primila tau fibrile (p < 0,05) ima viSe amiloidnih plakova u odnosu na
kontrolnu skupinu zivotinja. Kroz analizirani vremenski period uo€eno je povecanje
stvaranja amiloidnih plakova nakon tretmana tau oligomerima (TO 4m vs. TO 8m, p <
0,0001; TO8mvs. TO 11m, p < 0,0001). Takoder, isti trend je uo€eni nakon primjene
tau fibrila (TF 4m vs. TF 8m, p < 0,0001; TF 8m vs. TF 11m, p < 0,0001) (Slika
5.12.2.1c).

U ROI lll postoji razlika u opterec¢enju plakovima Cetiri mjeseca nakon primjene tau
oligomera u odnosu na skupinu koja je primila tau fibrile (p < 0,05). Nakon primjene
tau oligomera plakovi su prisutni samo u prvoj testiranoj vremenskoj skupini (TO 4m
vs. TO 8m, p< 0,05, TO8mvs. TO 11m, p < 0,05) (Slika 5.12.2.1d).
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Slika 5.12.2.1. Prikaz postotka povrsine zaokupljene amiloidom B na razini -6,84 mm od
bregme. (a) llustrativan prikaz analiziranih regija narazini -6,84 mm od bregme. Graficki prikaz
analize opterecenja plakovima unutar ROI | (b), ROl 1l (c) i ROI Il (d) mjereno Cetiri , osam i
jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. Podatci su
analizirani two-way ANOVA testom s Tukey post-hoc testom i izraZzeni kao srednja vrijednost
1+ SD. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila
tau fibrile; CTR; kontrolna skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu. * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,0001.

5.12.3. Prikaz optereéenja plakovima na razini -8,04 mm od bregme

Unutar razine -8,04 mm od bregme analizirana su podrucja ROI I: retrosplenijalno i
vidno podrucje, asocijacijsko podrucje sljepootnog reznja, ektorinalni i peririnalni
korteks; ROI II: dorzolateralni, ventralni intermedijalni, medijalni i kaudomedijalni

entorinalni korteks; ROI IlI: parasubikulum, postsubikulum (Slika 5.12.3.1a).
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U ROI I, Eetiri mjeseci nakon primjene tau oligomera, uoceno je vise amiloidnih plakova
u odnosu na skupinu testiranu osam mjeseci (p < 0,05) i jedanaest mjeseci nakon
primjene tau oligomera (p < 0,05). Skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile imala je
viSe amiloidnih plakova osam mjeseci nakon tretmana u odnosu na skupinu koja je
primila tau oligomere (p < 0,05) i kontrolnu skupinu Zivotinja (p < 0,05). Takoder,
uoceno je vele optereCenje plakovima u skupini testiranoj osam mjeseci nakon

primjene tau fibrila u odnosu na kasnije testiranu skupinu (p < 0,05) (Slika 5.12.3.1b).

U ROI Il nema statistiCke znaCajne razlike Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon

primjene tau oligomera i tau fibrila (Slika 5.12.3.1c).

U ROI Il postoji razlika u opterecenju plakovima osam mjeseci nakon tretmana.
Skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile imala je vise amiloidnih plakova u odnosu
na skupinu koja je primila tau oligomere (p < 0,01) i na kontrolnu skupinu (p < 0,01).
Takoder je uoCeno vece optereCenje plakovima u skupini testiranoj osam mjeseci
nakon primjene tau fibrila u odnosu na kasnije testiranu skupinu (p < 0,01) (Slika
5.12.3.1d).
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Slika 5.12.3.1. Prikaz postotka povrsine zaokupljene amiloidom B na razini -8,04 mm od
bregme. (a) llustrativan prikaz analiziranih regija narazini -8,04 mm od bregme. Graficki prikaz
analize opterecenja plakovima unutar ROI | (b), ROI Il (c) i ROI Il (d) mjereno Cetiri, osam i
jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. Podatci su
analizirani two-way ANOVA testom s Tukey post-hoc testom i izraZzeni kao srednja vrijednost
1+ SD. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila
tau fibrile; CTR; kontrolna skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu. * p < 0,05; ** p <
0,01.

5.12.4. U¢inak inokulacije tau oligomera i tau fibrila na stvaranje amiloida g 1-42

mjereno ELISA metodom

U cerebrospinalnom likvoru, Cetiri mjeseca nakon tretmana, izmjerene su statisticki
znacajne razlike u razini amiloid B 1-42 u skupini Zivotinja koja je primila tau fibrile u

odnosu na skupinu koja je primila tau oligomere (p < 0,0001) i kontrolnu skupinu (p <

168



0,0001). Izmedu Cetvrtog i jedanaestog mjeseca dolazi do porasta razine amiloid B 1-
42 U skupini koja je primila tau oligomere (TO 4m vs. TO 11m, p <0,0001; TO 8m vs.
TO 11m, p <0,0001). Osam mjeseci nakon primjene tau fibrila uoCen je porast amiloid
B 1-42 u odnosu na skupinu koja je prilila tau oligomere (p < 0,001) i kontrolnu skupinu
(p <0,0001). Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila veca je razina amiloid B 1-42
u odnosu na skupinu koja je primila tau oligomere (p < 0,001) i kontrolnu skupinu (p <
0,0001). Jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera uo€en je porast amiloid 3 1-
42 U odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,001) (Slika 5.12.4.1,Tablica 5.12.4.1).

Tablica 5.12.4.1. Razina amiloid B 1.4 iz uzoraka likvora Stakora

amiloid B 1-42 TO TF CTR
4m 20,95 + 11,97 2029,20 + 487,60 2029,20 + 3,54
8m 66,87 £9,79 1373,82 + 569,16 1373,82 + 5,77
11m 1129,14 + 88,25 1950,85 + 87,05 1950,85 + 6,32

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + SD. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau
oligomere; TF, skupina zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; skupina zivotinja koja je primila
fizioloSku otopinu. Podaci su obradeni two-way ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.

amiloid B4.42 BTO
CSF BTF
EEL T . CTR
2500- I EE L 2 EE 2T =
2000_ ; HOR K
‘E 1500-
S~
o
-
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5001
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Slika 5.12.4.1. U¢inak inokulacije tau oligomera i tau fibrila na razinu amiloid B 142 U
likvoru $takora. Podaci su analizirani two-way ANOVA testom uz Tukey post-hoc test, svaki
stupac predstavlja srednju vrijednost £ SD. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere;
TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR; skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku
otopinu; CSF, likvor. *p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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U opisanoj disertaciji istrazivan je utjecaj inokulacije tau oligomera i tau fibrila u
medijalni entorinalni korteks Wistar Stakora na agregaciju i transsinapticko Sirenje
proteina tau. Takoder, istraZivan je utjecaj inokuliranog proteina tau na promjene u

ucenju, pamcenju i ponasanju zivotinja.

Rezultati istrazivanja pokazuju usporedivu progresiju neurofibrilarnin promjena u
divlem tipu Stakora s induciranom tauopatijom i promjenama uocCenih tijekom

progresije AD.

Zanimljivo je da je tri dana nakon inokulacije tau oligomera u medijalni entorinalni
korteks uoCeno Sirenje inokuliranog proteina tau (HT7) duz projekcija entorinalnog
korteksa u druga kortikalna podrucja, posebno u primarnu motori€ku i primarnu
somatosenzoricku mozdanu koru. Kod HT7 imunoreaktivnosti neurona crvene jezgre
zbog pozitivnosti primarne motoricke i somatosenzoriCcke mozdane kore, postoji i
moguénost da su u neurone nucleus ruber tau oligomeri proSirili transsinaptiCkim
prijenosom preko kortikorubralnog trakta €iji aksoni zapoc€inju od ishodiSnih neurona u

primarnoj motori¢koj i somatosenzorickoj mozdanoj kori (153).

Buduci da se u neuronima primarne motori¢ke i primarne somatosenzoricke mozdane
kore nije mogla dokazati prisutnost tau proteina pomo¢u HT7 protutijela, sintetski tau
fibrili prisutni u neuronima retikularne jezgre mosta mogli su tu stici jedino retrogradnim

aksonskim transportom.

Tri dana nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila, oko mjesta inokulacije nije uo¢eno
stvaranje hiperfosforiliranog proteina tau (AT8). Buduci da tau fibrili, tau oligomeri i
normalni endogeni proteini tau nisu fosforilirani na serinu 202 i treoninu 205, prisutnost
AT8 imunoreaktivnosti potvrduje da je sva uoCena tau patologija bila specifi€no
uzrokovana regrutiranjem endogenog tau nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila,

nakon €ega je uslijedilo Sirenje.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da inokulacija tau oligomera i tau fibrila uzrokuje
progresiju neurofibrilarnin promjena iz entorinalnog korteksa u hipokampalnu formaciju
Sto je u skladu s prethodnim istraZivanjima koja ukazuju na visoku vulnerabilnost
perforantnog puta (130,303,304). Buduci da je poremecaj perforantnog puta jedan od
temeljnih patofizioloSkih dogadaja u tijeku AD (305,306), rezultati istrazivanja potvrduju
da je Sirenje patologije ovim neuralnim putem prili¢no specificno i ukazuje na slicnost

s razvojem AD.
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Takoder je u rezultatima pokazano da tau fibrili poti¢u rapidno Sirenje AT8 patologije,
s rano uocCenim promjenama u hipokampalnoj formaciji. Analiza hipokampusa
pokazala je da stvaranje patologije i njeno Sirenje ovisi o vremenu, slicno kao i kod
ljudskog mozga opisano prema Braak i Braak-u (307). Uo€eno je stvaranje AT8
patologije u hipokampusu Cetiri mjeseca od inokulacije tau fibrila, te njeno Sirenje na
kontralateralnu hipokampalnu formaciju. Rezultat je u skladu s literaturnim podatcima
prema kojima stanice Ill. sloja entorinalnog korteksa Salju projekcije prema
kontralateralnoj hipokampalnoj formaciji (117). AT8 patologija takoder je uoCena
kontralateralno u GD $§to je u skladu s prethodnim studijama koja opisuju da je najveca

komponenta projekcije entorinalnog korteksa usmjerena prema GD (130,147-150).

Pokazano je da tau fibrili u odnosu na tau oligomere uzrokuju pojac¢ano Sirenje AT8
patologije na ipsilateralni i kontralateralni korteks. Ipsilateralno antero-posteriorno
Sirenje endogenih tau agregata u korteksu sugerira uklju¢enost asocijacijskih
projekcijskin neurona (308). Kontralateralno Sirenje preko srediSnje linije sugerira
uklju€enost komisurnih projekcijskin neurona, uglavnom kalozalnih projekcijskih
neurona koji Salju aksone preko korpus kalozuma do zrcalnih lokacija na
kontralateralnoj hemisferi (309). Pojacano Sirenje u korteksu na ipsilateralnoj i
kontralateralnoj strani nakon inokulacije PHF iz mozga AD u 5xFAD miSeva opisano
je u studiji Vergara i suradnika (309). Ovi rezultati pokazuju da Sirenje tau patologije

ovisi 0 povezanosti podru¢ja mozga, a ne o blizini mjestu inokulacije.

lako pojedina istrazivanja nisu potvrdila moguénost Sirenja tau fibrila izmedu neurona
(219,310), u ovom istraZivanju pokazano je da tau fibrili djeluju kao klica za Sirenje tau
promjena u podru¢jima mozga anatomski povezanima s entorinalnim korteksom, sto
je u skladu s prijasnjim in vivo istrazivanjem koje sugerira da tau fibrili mogu djelovati
kao klica za Sirenje neurofibrilarnih promjena izmedu neurona (Peeraer i sur., 2015).
Sli¢ne rezultate opisala je i studija grupe Iba i suradnika na transgeni€nom misjem
modelu AD, prema kojoj je inokulacija sinteti¢kih tau fibrila potakla sijanje endogenog
proteinatau i Sirenje tau patologije u druge povezane regije (203). Takoder, ovi rezultati
su u skladu s prijaSnjim in vitro istraZzivanjima koja pokazuju da sinteticki tau fibrili
regrutiraju i potiCu pretvorbu endogenog proteina tau u fibrilarne agregate
(182,236,311).
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Zanimljivo, u hipokampusu i entorinalnom korteksu s vremenom je slabila AT8
patologija, medutim usporedno je uoceno stvaranje inkluzija pozitivnih na bojenje po
Gallyasu, sli¢no kao i kod razvoja NFT u AD (69,312).

Za stupnjevanje tau patologije koriStena je studija Braak i suradnika prema kojoj se
stupnjevi ocjenjuju natemelju kombinacije nalaza hiperfosforiliranog proteina tau (AT8)
i Gallyas pozitivnih inkluzija: 1) rani NFT (samo AT8), 2) poCetak NFT (AT8 i slabe
Gallyas pozitivne inkluzije), 3) NFT (AT8 i Gallyas pozitivne inkluzije), 4) rani
izvanstani¢ni snopici (slabi AT8 i Gallyas pozitivne inkluzije), 5) izvanstani¢ni snopici

(slabe Gallyas pozitivne inkluzije) (312).

Rezultati istrazivanja pokazali su da je vecéina inkluzija u hipokampalnoj regiji i
medijalnom entorinalnom korteksu, Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau fibrila
odgovarala 2. stupnju tau patologije, a nakon osam i jedanaest mjeseci 4. stupnju. Za
razliku od tau fibrila, nakon inokulacije tau oligomera u CA1 i CA3 polju hipokampusa
nije uo¢ena tau patologija sve do osmog mjeseca kada je odgovarala 4. stupnju. Sli¢no
ovim rezultatima, studija Clavaguera i suradnika pokazala je da inokulacija ekstrakta
mozga iz miSeva s povecanom ekspresijom mutiranog proteina tau (P301S) u
netransgenicnog misa dovodi do stvaranja Gallyas Braak inkluzija nakon Sest i
dvanaest mjeseci (237). Takoder, bojanjem Tioflavinom S wuoCeni su zreli
neurofibrilarni snopic¢i u CA1 polju hipokampusa i medijalnom entorinalnom korteksu
Cija koli€ina se povecala starenjem Zivotinja, $to je rezultat sli€an onom u studiji Iba i
suradnika (203).

Usporedujuci Zivotinje inokulirane tau oligomerima s Zivotinjama inokuliranim tau
fibrilima, primije¢eno je da se razvoj i napredovanje stadija Sirenja patologije dogada
daleko brze kod Zivotinja inokuliranih tau fibrilima. Zivotinje inokulirane tau fibrilima veé
nakon Cetiri mjeseca pokazuju Sirenje AT8 patologije koja odgovara stadiju VI, dok su
Zivotinje inokulirane tau oligomerima u ovoj dobi u stadiju I/ll, nakon osam mjeseci
dostizu patologiju koja odgovara stadiju lll, te stadiju IV nakon 11 mjeseci. Sumarno,
Sirenje AT8 patologije u sve regije mozga dogada se Cetiri mjeseca nakon inokulacije
tau fibrila (stupanj VI), uoCene promjene koje nastaju u hipokampusu i entorinalnom
korteksu su 2. stupnja patologije prema Braak i suradnicima, odnosno odgovaraju
poCetku NFT sa slabim Gallyas inkluzijama. Nakon primjene tau oligomera, Sirenje je

sporije, potrebno je jedanaest mjeseci za zahvacanje svih podrucja mozga, a promjene
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koje nastaju u hipokampusu i entorinalnom korteksu uo€ene su tek nakon osmog
mjeseca i odgovaraju 4. stupnju patologije prema Braak i suradnicima. Prema
dobivenim rezultatima bolji model za pracenje Sirenja hiperfosforiliranog proteina tau
AT8 je inokulacija tau fibrila jer do Sirenja dolazi unutar Cetiri mjeseca te su uoCene
promjene 2.stupnja patologije. Rezultati istrazivanja Guo i suradnika na divljem tipu
misSeva pokazalo je da intracerebralna inokulacija velike koliine tau fibrila pro€isc¢enih
iz AD mozga, ali ne i sintetskih tau fibrila, dovodi do stvaranja tau patologije u
anatomski povezanim podrucjima mozga (313). U daljnjem istrazivanju, injiciranje do
8 ug proteina tau izazvalo je tau patologiju, kao i njeno Sirenje (256). Ovi rezultati
upucéuju na to da su za indukciju i Sirenje tau patologije u divljem tipu miSa potrebne

vece razine injiciranog proteina tau (314).

Western blot metodom pokazano je da inokulacija tau oligomera nije utjecala na omjer
proteina tau fosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205 (AT8) i ukupnog proteina tau
(Tau5) u homogenatima hipokampusa i entorinalnog korteksa Wistar Stakora, dok je
ekspresija proteina tau AT8 promatrana imunohistokemijski bila pove¢ana u obje
regije.

Inokulacija tau fibrila utjecala je na omjer fosforiliranog i ukupnog proteina tau AT8 u
hipokampusu nakon jedanaest mjeseci, dok promjene u entorinalnom korteksu nisu
uocene. lako western blot metodom nisu uoCene statistiCke promjene u omjeru
fosforiliranog proteina tau i ukupnog proteina tau u entorinalnom korteksu,
imunohistokemijski je uoCena AT8 patologija u obje regije u svim vremenskim
toCkama. Takoder je uoCeno da je inokulacija tau fibrila utjecala na omjer proteina tau
fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 (PHF1) i ukupnog proteina tau u hipokampusu
nakon jedanaest mjeseci, dok promjene u entorinalnom korteksu nisu uocene. Buduci
da jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila patologija odgovara stadiju VI,
mozemo zakljuciti da je fosforilacija proteina tau na tim epitopima kasni dogadaj, sto
je u skladu s literaturnim podatcima u kojima je pokazano da je fosforilacija proteina
tau na epitopu serina 396 kasni dogadaj pronaden samo u Braak stadiju V i VI (315).
Zanimljivo je da je analiza u istoj vremenskoj toCki pokazala povisen omjer
fosforiliranog i ukupnog proteina tau AT8. IstraZivanje Simi¢ i suradnika pokazalo je
poviSenu razinu fosforilacije epitopa Ser396 i Ser202/Thr205 u MC1 osoba, predlazudi
postojanje paralelne fosforilacije ovih epitopa (71). U istrazivanju Neddens i suradnika

pokazano je da je kvantifikacija proteina tau AT8 statistiCki poviSena u Braak stadiju
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V/VI, 8to je u skladu s dobivenim rezultatima ovog istraZivanja (316). IstraZzivanje
radeno na transgenicnim miSevima koji eksprimiraju ljudski protein tau u medijalnom
entorinalnom korteksu, pokazalo je da je povecanje ekspresije proteina tau
fosforiliranog na Ser396/Thr4014 i Ser202 mjereno western blot metodom uo€eno u
dobi tek od 18 mjeseci, $to moze objasniti zaSto nisu uoCene statistiCki znaCajne
promjene u fosforilaciji proteina na epitopima Ser202 (CP13) u entorinalnom korteksu
i hipokampusu, te Ser396/Thr4014 (PHF1) u entorinalnom korteksu (197). Pojedina
istraZzivanja pokazala su da kasni obrazac fosforilacije proteina tau nastaje na
epitopima Serl199/Ser202/Thr205 i Ser396/404 (70), dok su druga istrazivanja
pokazala da je fosforilacija proteina tau na epitopima Ser396/404 (103) i
Ser199/Ser202/Thr205 (104) jedan od najranijih dogadaja u patologiji AD.

Stereotaksijska inokulacija tau fibrila i tau oligomera izazvala je pojavu konformacijski
promijenjenog proteina tau (MC1). Zanimljivo da je nakon inokulacije tau oligomera,
MC1 epitop uoen u hipokampusu i entorinalnom korteksu prije fosforilacije proteina
tau na epitopu AT8, Sto je u skladu s literaturnim podatcima koji pokazuju da tau
oligomeri dovode do stvaranja poviSene razine agregiranog oblika proteina tau (317),
(318), te da konformacijska promjena proteina tau prethodi stvaranju parnih helikalnih

filamenata (319) i jedna je od ranijih patoloSkih promjena proteina tau u AD.

Druga glavna neuropatoloSka znaCajka koja upucuje na patologiju sli€nu onoj u AD je
prisutnost amiloidnih plakova. Nakupljanje amiloida  u hipokampalnoj formaciji mozga
Wistar Stakora uoceno je bojanjem Tioflavinom S i 4G8 amiloidnim protutijelom Cetiri i
osam mjeseci nakon inokulacije tau fibrila, te Tioflavinom S nakon jedanaest mjeseci.
Uz uoCene promjene pronadene su neurofibrilarne promjene koje odgovaraju 2. i 4.
stupnju patologije prema Braak-u i suradnicima. U entorinalnom korteksu nakupljanje
amiloida 3 uoceno je Tioflavinom S i 4G8 amiloidnim protutijelom Cetiri mjeseci nakon
inokulacije tau fibrila, te Tioflavinom S osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije. Uz
uocene promjene pronadene su neurofibrilarne promjene koje odgovaraju 2. i 4.

stupnju patologije.

Nakon primjene tau oligomera, u hipokampalnoj formaciji uo€eni su amiloidni plakovi

Tioflavinom S i 4G8 protutijelom nakon osam mjeseci, te Tioflavinom S nakon
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jedanaest mjeseci. U entorinalnom korteksu nakupljanje amiloida  uofeno je
Tioflavinom S nakon osam mjeseci, te Tioflavinom S i 4G8 protutijelom nakon
jedanaest mjeseci. Paralelno su uocene neurofibrilarne promjene u hipokampalnoj
formaciji i entorinalnom korteksu koje odgovaraju 4. stupnju patologije. Podudarnost
razvoja plakova i Tioflavinom S detektiranih NFT promjena u dobi od osam i jedanaest
mjeseci, sugerira da amiloid beta moze utjecati na stvaranje argirofilnih i Tioflavinom
S detektiranih NFT. Zanimljivo je da su amiloidni plakovi detektirani u hipokampalnoj
formaciji i entorinalnom korteksu (Tioflavinom S i 4G8 protutijelom) Cetiri mjeseca
nakon primjene tau oligomera, dok neurofibrilarne promjene AT8 protutijelom nisu
uocene. Hipoteza amiloidne kaskade pretpostavlja da s vremenom poviSene razine
amiloida B 1-42 uzrokuju upalni odgovor i oStecenja neurona Sto dovodi do poremecaja
neuronskog metabolizma i ionske homeostaze, Sto u konacnici uzrokuje promjene
aktivnosti kinaze koja utjeCe na hiperfosforilaciju proteina tau i stvaranje NFT
(320,321). Mnoga istrazivanja pokuSavaju povezati stvaranje i medusobni utjecaj
amiloida B i proteina tau u tauopatijama. Tako su istrazivanja na 5xFAD i divljem tipu
miSeva (309) pokazala da su amiloidni plakovi potrebni za poticanje sijanja proteina
tau i ubrzavanje Sirenja tau patologije, istrazivanja radena in vitro (322) i na in silico
modelima (323) pokazala su da je medusobna interakcija peptida AB i proteina tau
potrebna za ubrzanje samoagregacije oba proteina, dok su u pojedinim istraZivanjima
pokazali da je u ranom stadiju AD, tau patologija sa ili bez minimalnog odlaganja
amiloida B1-42, ograni¢ena na entorinalni korteks i hipokampus, dok pojacano Sirenje
tau patologije dolazi u kasnijim fazama kada se uz patoloski tau nalazi i AR (324).
Pojava sniZzene razine amiloida beta u cerebrospinalnom likvoru Klini¢ki je pokazatelj
progresije AD. U ovom istraZivanju, mjerenjem razine amiloid Bi-42 u likvoru pokazan
je trend porasta razine amiloida Pi-42 od Cetvrtog do jedanaestog mjeseca nakon
inokulacije tau oligomera. Suprotno tome, nakon inokulacije tau fibrila dolazi do pada
razine amiloida B 1-42 izmedu Cetvrtog i osmog mjeseca, te porasta izmedu osmog i
jedanaestog mjeseca. Dobiveni rezultati mogu se objasniti prethodnim istrazivanjem
na APP transgeni¢nim miSevima koje je pokazalo da u vrijeme odlaganja amiloida beta
u mozgu, razine amiloida Bi-42 u likvoru padaju, dok nakon formiranja amiloidnih

plakova dolazi do porasta razine (20-30%) amiloida B1-42 u likvoru (325).
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U idealnom slu€aju, ZzZivotinjski modeli AD moraju replicirati ne samo glavna
neuropatoloska obiljezja, ve¢ i barem neka od relevantnih kognitivnih ostecenja, stoga
kako bi se okarakterizirale nastale kognitivne promjene nakon inokulacije tau
oligomera i tau fibrila u medijalni entorinalni korteks, Zivotinje su podvrgnute bateriji

testova za ispitivanje promjena u u€enju, paméenju i ponasanju.

Rezultati T-labirint testa pokazuju da inokulacija tau fibrila i tau oligomera u medijalni
entorinalni korteks negativno utje€e na radno prostorno paméenje. Rezultati inokulacije
tau fibrila pokazuju da nakon Cetiri mjeseca dolazi do naru$avanja radnog prostornog
pamcenja. S druge strane, inokulacija tau oligomera nije uzrokovala kognitivni deficit,
odnosno naru$avanje radnog prostornog pamcenja nakon cCetiri, ve¢ nakon osam te
jedanaest mjeseci. U prijaSnjim istraZivanjima pokazano je da zivotinje u T-labirintu
iskazuju prirodnu sklonost da mijenjaju odabir ciljnog kraka (282) pri ¢emu koriste
radno pamcenje, tj. odgovor na svaki sljedeci odabir ovisi 0 onom prethodnom (283).
Navedena prirodna sklonost alternaciji odrazava motivaciju zivotinje za istrazivanjem
svojeg okruZenja i pronalaska resursa poput hrane, vode i skloniSta. Sposobnost
u€enja i pamcenja odredenih lokacija u prostoru te njihovo povezivanje s drugim
podrazajima klju€na je za adaptivno ponasanje Zivotinja. Strukture mozga koje imaju
klju¢nu ulogu u pamcenju i prostornoj navigaciji su entorinalni korteks koji je glavni
prolaz izmedu hipokampusa i neokorteksa, te hipokampus. Nedostatak kognitivhog
deficita Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau oligomera moZe se objasniti s
nedostatkom AT8 patologije u hipokampusu, a naruSavanje radnog prostornog
pamcéenja nakon osam i jedanaest mjeseci sa stvaranjem izrazene Gallyas i AT8

patologije u hipokampusu.

NaruSavanje radnog prostornog pamcenja Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau fibrila
moze se objasniti Gallyas pozitivnim bojanjem i AT8 imunoreaktivho$¢u koja je uo€ena
u hipokampusu i retrosplenijalnom korteksu. Nasuprot tome, jedanaest mjeseci nakon
inokulacije, Zzivotinje s kognitivnim osteCenjem pokazale su Gallyas argirofilne
neurofibrilarne promjene i AT8 imunoreaktivnost samo u CA3 polju hipokampusa.
Dobiveni rezultati sugeriraju da je odnos tau fosforilacije koju prepoznaje protutijelo
AT8 u CALl polju hipokampusa i poremeéaj u prostornom pamcéenju detektiran T-
labirint testom, usporediv s prethodnim istrazivanjima koja pokazuju da inaktivacija ili

lezija CA1 polja hipokampusa uzrokuje jako o$tec¢enje prostornog radnog pamcenja
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(326,327). Takoder su rezultati u skladu s prethodnim istraZivanjima koja pokazuju da
je naruSavanje spontane alternacije povezano s disfunkcijom hipokampusa (284,285).
Osobe s oStecenjem hipokampusa, bilo kao posljedica klinickog stanja kao Sto je AD,
kao rezultat operacije ili ishemijskog oSteCenja mozga imaju problema s prostornom
orijentacijom (328). Takoder, potvrdeno je da je u prostorno u€enje i paméenje
ukljuCeno viSe podru¢ja mozga, ukljuCuju¢i dorzalni strijatum, entorinalni,
retrosplenijalni, prefrontalni i parijetalni korteks. Dobiveni rezultati sugeriraju da je
nakupljanje neurofibrilarne patologije u korelaciji s ozbiljnoS¢u kognitivnih oste¢enja i

opcéenito se slaZzu s prethodnim istrazivanjima (175).

Nadalje, istrazeni je utjecaj inokulacije tau fibrila i tau oligomera na dugoro¢no
pamcenje testom prepoznavanja novog objekta koji se temelji na prirodnoj radoznalosti

Stakora da provodi viSe vremena istrazujuci novi objekt (289).

Ranija istrazivanja pokazala su da test prepoznavanja novog objekta omogucuje
uspjeSno istrazivanje neuroanatomskih i molekularnih mehanizama uklju¢enih u
stvaranje deklarativnog pamcenja (329,330), te da hipokampalne i kortikalne lezije
(331,332), te lezije medijalnog entorinalnog korteksa dovode do slabijjeg procesiranja

prostornih informacija u NORT (333).

Dobiveni rezultati pokazali su da je promjena u dugoro€nom paméenju nastala samo
Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau oligomera, pri Cemu Zivotinje nisu razlikovale novi
objekt od poznatog objekta i pokazale su znatno nizi diskriminacijski indeks u odnosu
na kontrolne Zivotinje. Usporedno s kognitivnim deficitom, inokulacija tau oligomera
dovodi do pojave AT8 promjena u peririnalnom korteksu, Sto je u skladu s istrazivanjem
radeno na miSevima u kojem je pokazano da je za pravilnu percepciju objekta vazan
peririnalni korteks koji prima potrebne vidne, njusne i somatosenzorne podrazaje i Salje
ih u hipokampus. (334). Studija u kojoj je napravljena lezija peririnalnog korteksa
Stakora (335) pokazala je da dolazi do pogorSanja dugorocnog pamcenja, odnosno
loSije izvedbe u NORT (336).

Inokulacija tau fibrila nije imala utjecaj na dugoro¢no pamcenije niti u jednoj istrazivanoj
vremenskoj toCki. Dobivene rezultate potvrduje i istraZzivanje Lasagna-Reeves i
suradnika u kojem je pokazano da nakon inokulacija tau oligomera u hipokampus
divljeg tipa C57BL/6 miSa, Zivotinje nisu mogle razlikovati novi objekt od ve¢ videnog
objekta, dok inokulacija tau fibrila nije utjecala na izvedbu u NORT (247). Dobiveni

rezultati u ovom istrazivanju pokazuju da nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila
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nije doSlo do kognitivnog deficita u kasnijim vremenskim toCkama. Slicno tome,
istrazivanje Lasagna-Reeves i suradnika pokazalo je da jedanaest mjeseci nakon
inokulacije tau oligomera i tau fibrila ne dolazi do kognitivhog deficita mjerenog u NORT
(242). Prema dobivenim rezultatima, iako ne dolazi do kognitivnog deficita osam i
jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila, iz analize mozga
Zivotinja protutijelom ATS8, Tioflavinom S, Gallyas srebrom vidljivo je da su tau
oligomeri i tau fibrili uzrokovali Sirenje tau patologije Sto sugerira postojanje
hiperfosforiliranog proteina tau. Zanimljivo da su Lasagna-Reeves i suradnici takoder
uocili da inokulacija tau oligomera u hipokampus divljeg tipa C57BL/6 miSa ne uzrokuje
nastanak kognitivnog deficita nakon jedanaest mjeseci, iako su uoCene Tioflavin S i
Gallyas pozitivne inkluzije te AT8 imunoreaktivnost (242). Suprotno dobivenim
rezultatima u ovom istrazivanju, ista studija pokazala je da se jedanaest mjeseci nakon
inokulacije tau fibrila AT8 imunoreaktivnost javlja samo oko mjesta inokulacije, ime
su pokazali da fibrilarni oblik proteina tau ne moze uzrokovati Sirenje (242). Dobiveni
rezultati u ovom istrazivanju pokazali su da imunoreaktivnost nije ostala samo u
podrucju oko mjesta inokulacije vec se Sirila na ostala podruc¢ja mozga, kao korteks i
talamus, dok je imunoreaktivnost na tau protein ¢ovjeka ostala ograni¢ena na mjesto
inokulacije Sto potvrduje da su nastale tau promjene u Stakoru endogenog porijekala a

nisu dio inokuliranog tau proteina ¢ovjeka.

Nadalje, istraZeni je utjecaj inokulacije tau fibrila i tau oligomera na prostorno
pamcenje. Strukture mozga uklju¢ene u NOLT se razlikuju od struktura uklju€¢enih u
NORT (337). Dobiveni rezultati pokazali su deficit u prostornom pamcenju osam
mjeseci nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila Sto je u skladu s tau patologijom
uocenom u CA1 i CA3 polju hipokampusa. U kasnijim to¢kama istrazivanja zivotinje
nisu pokazale loSiju izvedbu u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja. Nedostatak
promjena u prostornom pamcenju Cetiri mjeseca nakon inokulacija tau oligomera moze
se objasniti s nedostatkom AT8 patologije u hipokampusu i medijalnom entorinalnom
korteksu. Rezultati su u skladu s literaturnim podatcima koji potvrduju da je
hipokampus potreban za kodiranje, konsolidaciju i prisjeCanje nove lokacije objekta
(293,337,338), da je osjetljiv je na manipulacije dorzalne regije CA1 polja hipokampusa
(339), te da Stakori s lezijom medijalnog entorinalnog korteksa imaju loSiju izvedbu u
NOLT (333).
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Takoder, za karakterizaciju modela AD vazno je ispitati lokomotornu aktivnost, rizi€no
te istrazivacko ponaSanje. U tu svrhu raden je test otvorenog polja. Lokomotorna
aktivnost bila je loSija Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau fibrila, te Cetiri i osam mjeseci
nakon inokulacije tau oligomera. Osam mjeseci nakon inokulacije tau fibrila Zivotinje
su pokazale manju anksioznost i povecano rizicno ponasanje. Nije pronadena razlika
u istrazivaCkom ponaSanju. Slicno rezultatima dobivenih u ovom istrazivanju,
istrazivanje radeno na miSevima, pokazalo je da inokulacija tau oligomera u dorzalni

hipokampus ne utje€e na razliku u istrazivatkom ponasanju (340).

Na kognitivni deficit u AD utjeCe i gubitak sinapsi (302). Uloga proteina tau u ovom
procesu nije to€no utvrdena, ali nekoliko istrazivanja na in vivo modelima pokazuju
vaznost proteina tau u gubitku sinapsi i sinapti¢ke funkcije (341). Rezultati dobiveni u
ovom istrazivanju pokazuju povezanost kognitivninh ostecenja s nastalom tau
patologijom nakon inokulacije oba oblika proteina tau. lako, inokulirani tau oligomeri i
tau fibrili nisu fosforilirani, mehanizmom sijanja uzrokuju stvaranje tau agregata. Tau
agregati mogu rasti inkorporacijom normalnog nefosforiliranog proteina tau, koji zatim
prolazi kroz konformacijsku promjenu i postaje hiperfosforilirani. Takav fosforilirani
protein tau moze se akumulirati unutar neurona i uzrokovati degeneraciju aksona i
gubitak sinapse, $to moze uzrokovati prekid neuronske veze i rezultirati gubitkom
pamcéenja i kognitivnim oSte¢enjem. Kako bi se moglo procijeniti da li inokulirani tau
oligomeri i tau fibrili ulaze u sinapse i utje€u na njihovo propadanje, istrazeni je
presinapticki protein sinaptofizin koji se veze na vezikule u presinapsama te je povezan
sa sinaptiCkom funkcijom (342). UoCena je kolokalizacija u CA3 polju hipokampusa
osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera i Cetiri i jedanaest mjeseci
nakon inokulacije tau fibrila. Dobiveni rezultati koreliraju s nastalim deficitom u radnom
prostornom pamcéenju. Sli€ne rezultate pokazalo je istraZivanje Lasagna-Reeves i
suradnika koji su uo€ili utjecaj tau oligomera na smanjenje presinapticke gustoce te na
kognitivni deficit mjeren u NORT, medutim utjecaj tau fibrila nije uoCen (247).
Istrazivanje Polydoro i suradnika pokazalo je da nakupljanje i agregacija normalnih tau
izoformi moze uzrokovati kognitivnu i sinapticku disfunkciju (343). U prethodnim
istrazivanjima pokazano je da degeneracija sinapsi prethodi agregaciji proteina
(amiloidni plakovi, NFT) i korelira s kognitivnom disfunkcijom (342,344). U istraZivanju
na P301S transgeni¢nim misjim modelima, Yoshiyama i suradnici otkrili su gubitak

hipokampalnih sinapsi i oslabljenju sinaptiCku funkciju. Uo€ili su da se sinaptiCka
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disfunkcija pojavljuje prije formiranja NFT, §to ukazuje da je sinapticka patologija rana

posljedica ekspresije patogenog oblika proteina tau (345).

Zbirni prikaz znacCajnih razlika izmjerenih parametara nakon inokulacije tau oligomera
i tau fibrila prikazan je u Tablici 6.1. Sveukupno, radeno istraZivanje naglaSava
vaznost istraZivanja specificnih mehanizama tau patologije sporadi¢ne tauopatije u
netransgenicnom animalnom modelu. Veliki problem u istraZivanju patofizioloSke
pozadine AD predstavlja modeliranje bolesti u eksperimentalnim Zivotinjama koje
nedovoljno oponasaju AD u Covjeka te dolazi do poteSkoca kod translacije dobivenih

rezultata iz neklinickih istrazivanja u klinicka.

Vecina istrazivanja radena je na transgenicnim misjim modelima koji se temelje na
genetskim mutacijama, predstavljaju model za familijarni tip AD i Cesto pokazuju
progresivan motorni fenotip, $to je poteSkoca kod dokazivanja utjecaja na kogniciju
(252). Drugo, nije moguce usporediti vremenski tijek stvaranja agregacije i neuronske
smrti kod transgenicnih modela koji eksprimiraju mutirani tau s klasi¢nim sporadic¢nim
tauopatijama. Postoje funkcionalne razlike izmedu divljeg tipa proteina tau i mutiranog
oblika proteina tau koje uzrokuju razlike u molekularnim mehanizmima izmedu ovih
modela (346) i ljudskih tauopatija (347).

Koristenje Stakora kao modela za istraZzivanje tauopatije ima mnoge prednosti u
odnosu na druge koriStene vrste. Prvo, Stakor je fizioloSki, genetski i morfoloSki blizi
ljudima od miSa (Jacob i Kwitek 2002). Drugo, sli¢no kao kod ljudi, Stakor takoder
izrazava Sest izoformi proteina tau, iako je omjer 4R/3R tau izoformi 9:1 u Stakorai 1:1
u ljudi (75). Struktura Stakorskog proteina APOE podsjeca na ljudski APOE4 (348,349),
Sto je vazno jer je pokazano da ekspresija ljudskog APOE pogorSava tau posredovanu
neurodegeneraciju u transgenicnih miseva koji eksprimiraju ljudski P301S MAPT
(350). TrecCe, prednost koriStenja Stakora umjesto miSeva je sloZeniji sredisnji Ziv€ani
sustav s duljim postnatalnim razvojem mozga. To dovodi do sveukupno veceg broja
sinapsi i sloZenije organizacije neuronske mreze S$to moze objasniti razlike u
ponadanju (351). Cetvrto, $takori imaju veée kognitivne sposobnosti od miSeva i
pokazuju sloZenije ponasanje, imaju finiju i to€niju motoriCku koordinaciju te pokazuju
slozenije drustveno ponaSanje (351,352). Peto, veéi mozak Stakora olakSava

mikrodijalizu, viSestruko uzimanje uzoraka cerebrospinalne tekuéine i neurokirurske
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zahvate (353). Sveukupno, Stakor kao model AD omogucéuje detaljniju analizu
ponasanja i time omogucuje tocniju procjenu utjecaja tau patologije na kogniciju.

SprjeCavanje Sirenja tau patologije mogla bi biti terapijska meta za razvoj lijekova koji
sprjeCavaju nastanak AD (354). Nakon $to se utvrdi koji je oblik tau proteina odgovoran
za Sirenje, jedna je od mogucénosti zaustavljanje Sirenja imunoterapijom na

izvanstanicni protein tau (355).
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Tablica 6.1. Usporedba izmjerenih bihevioralnih, histokemijskih, imunohistokemijskih i
biokemijskih parametara nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila u medijalni entorinalni
korteks Wistar Stakora.

INOKULACIJA INOKULACIJA
TAU OLIGOMERA TAU FIBRILA
4mj| 8mj [11mjj 4mj | 8mj [ 11 mj
BIHEVIORALNO ISPITIVANJE
Radno prostorno pamcenje, T-test - ¢ * ¢ - v
Dugoroéno pamcenje, NORT $ - - - - -
Prostorno paméenje, NOLT - { - - J, -
Lokomotorna aktivnost, OF T ¢ - { v - -
Anksioznost, OFT - - - - ¢ -
Riziéno ponasanje, OFT - - - - 4 -
HISTOKEMIJSKA | IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA

Stupnjevi patologije prema Braakisur. | - 4 4 2 4 4
(ATS8 + Gallyas), HC

Stupnjevi patologije prema Braak i sur. - 4 4 2 4 4
(AT8 + Gallyas), MEC

Sirenje AT8 patologije (Hurtadoisur.) | Uil | 1 v Vi Vi Vi
Bojanje prema Bielschowskom, HC + + + + + +
MC1, HC + + - - + -
MC1, EC + + - + + -
Sinapse (sinaptofizin) - + + + - +
Amiloid beta (4G8*i Tio S #), HC Ml +H FTH | +H
Amiloid beta (4G8* i Tio S #), EC Mt JFH ) H H

CSF
Amiloid beta, CSF - - ++ +++ + +
Ukupni protein tau, CSF - - - + - -
BIOKEMIJSKA ANALIZA
AT8 (WB) HC* i EC* - - - - - +
PHF1 (WB) HC* i EC* - - - - - +F
PHF1 (ELISA), HC* i EC* +# - +# +TH - +#
AT100 (WB) HC* i EC* +* - - - - -
CP13 (WB) HC* i EC* - - - - - -
Legenda oznaka: , -“ nema promjene; , |“ pogorSanje izvedbe u bihevioralnom ispitivanju; *

4GS8; # Tio S; ,+“ prisutnost imunoreaktivnosti; ** mjereno u hipokampusu; ® mjereno u
entorinalnom korteksu; NORT, test prepoznavanja novog objekta; NOLT, test prepoznavanja
nove lokacije objekta; OFT, test otvorenog polja; HC, hipokampus; MEC, medijalni entorinalni
korteks; EC, entorinalni korteks; CSF, likvor; WB, western blot.
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7. ZAKLJUCAK

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

Rezultati istrazivanja pokazuju usporedivu progresiju neurofibrilarnih promjena
u Wistar Stakoru s induciranom tauopatijom i promjenama uocenih tijekom
progresije AD.

Tri dana nakon inokulacije tau oligomera u medijalni entorinalni korteks Wistar
Stakora uoCeno je Sirenje inokuliranog proteina tau u primarnu motoricku i
primarnu somatosenzoriCku koru, te u crvenu jezgru vjerojatno
transsinaptiCkim prijenosom preko kortikorubralnog trakta.

Tri dana nakon inokulacije, sintetski tau fibrili prisutni su u neuronima
retikularne jezgre mosta u koje su mogli sti¢i jedino retrogradnim aksonskim
transportom buduci da nije dokazana njihova prisutnost u primarnoj motorickoj
i primarnoj somatosenzori¢koj mozdanoj kori.

Nastale tau promjene u Stakoru su endogenog porijekala i nisu dio inokuliranog
proteina tau. Tri dana nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila, oko mjesta
inokulacije i u povezanim regijama mozga nije uoc¢en hiperfosforilirani protein
tau (AT8). U kasnijim vremenskim to€kama AT8 imunoreaktivhost nastala je u
podrucju oko mjesta inokulacije odakle se Sirila na ostala podru¢ja mozga, $to
potvrduje da je nastala AT8 tau patologija uzrokovana regrutiranjem
endogenog tau, nakon ¢ega je uslijedilo Sirenje.

Inokulacija tau oligomera i tau fibrila uzrokuje progresiju neurofibrilarnih
promjena iz entorinalnog korteksa u hipokampalnu formaciju perforantnim
putem Sto je slicno razvoju AD u Covjeka.

U hipokampusu i entorinalnom korteksu s viemenom je slabila AT8 patologija,
dok je usporedno uo&eno stvaranje inkluzija pozitivnih na bojenje po Gallyasu,
slicno kao i kod razvoja NFT u AD.

Sirenje tau patologije ovisi o povezanosti podru¢ja mozga, a ne o blizini mjestu
inokulacije. Pokazano je da tau fibrili djeluju kao klica za Sirenje tau promjena
u podrucjima mozga anatomski povezanima s entorinalnim korteksom.

Nakon osam mjeseci inokulacija tau oligomera uzrokuje stvaranje tau
patologije u hipokampusu. Bojanjem Tioflavinom S uofeni su zreli
neurofibrilarni snopic¢i u CA1 polju hipokampusa i medijalnom entorinalnom

korteksu Cija koliCina se povecala starenjem Zzivotinja.
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9)

10)

11)

12)

13)

14)

Razvoj i napredovanje stadija Sirenja AT8 patologije dogada se daleko brze
kod Zivotinja inokuliranih tau fibrilima. Vec¢ Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau
fibrila dolazi do Sirenja AT8 patologije u sve regije mozga (stadij VI), dok su
zivotinje inokulirane tau oligomerima u ovoj dobi u stadiju I/ll, nakon osam
mjeseci u stadiju Ill, te tek nakon jedanaest mjeseci u stadiju IV. Prema
dobivenim rezultatima bolji model za pracenje Sirenja hiperfosforiliranog
proteina tau AT8 je inokulacija tau fibrila jer do Sirenja dolazi unutar Cetiri
mjeseca te su uoCene promjene 2.stupnja patologije.

Imunohistokemijski je uoCena AT8 tau patologija u hipokampusu i
entorinalnom korteksu nakon inokulacije tau oligomera, dok Western blot
metodom nije pokazana promjena u razini fosforiliranog proteina tau (AT8).
Inokulacija tau fibrila utjecala je na razinu fosforiliranog proteina tau (AT8)
samo u hipokampusu, dok je imunohistokemijski uoCena AT8 patologija u obje
regije u svim vremenskim toCkama.

Inokulacija tau fibrila utjecala je na razinu proteina tau fosforiliranog na serinu
396 i serinu404 i serinu 202 i treoninu 205 u istoj vremenskoj toCki, Sto sugerira
postojanje. paralelne fosforilacije ovih epitopa.

Inokulacija tau fibrila i tau oligomera izazvala je pojavu konformacijski
promijenjenog proteina tau (MC1) u hipokampusu i entorinalnom korteksu prije
fosforilacije proteina tau na epitopu AT8, Sto sugerira da tau oligomeri dovode
do stvaranja poviSene razine agregiranog oblika proteina tau te da
konformacijska promjena proteina tau prethodi stvaranju parnih helikalnih
filamenata.

Nakon inokulacije tau fibrila i tau oligomera uoceno je nakupljanje amiloida 3
142 U hipokampalnoj formaciji i entorinalnom korteksu, Sto je druga
neuropatoloSska znaCajka slicna patologiji kod AD. Podudarnost razvoja
plakova i neurofibrilarnih promjena sugerira da amiloid beta mozZe utjecati na
stvaranje detektiraninh NFT.

Mjerenjem razine amiloid B 142 u likvoru pokazan je trend porasta razine
amiloida B 1-42 od Cetvrtog do jedanaestog mjeseca nakon inokulacije tau
oligomera, dok nakon inokulacije tau fibrila prvo dolazi do pada razine amiloida
B 1-42 nakon Cega dolazi do porasta $to se mozZe objasniti €injenicom da u

vrijeme odlaganja amiloida beta u mozgu, razine amiloida B 142 u likvoru
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21)

padaju, dok nakon formiranja amiloidnih plakova dolazi do porasta razine
amiloida 3 1-42 u likvoru.

Rezultati T-labirint testa pokazuju da inokulacija tau fibrila i tau oligomera
naruSsava radno prostorno pamcéenje. Rezultati sugeriraju povezanost
nakupljanja neurofibrilarne patologije u hipokampusu s nastalim poremecajem
u prostornom radnom pamcenju detektiranim T-labirint testom.

Promjena u dugoronom pamcenju nastala je Cetiri mjeseca nakon inokulacije
tau oligomera usporedno s pojavom AT8 promjena u peririnalnom korteksu
koji je vazan za pravilnu percepciju objekta

Dobiveni rezultati pokazali su deficit u prostornom pamcenju nakon inokulacije
tau oligomera i tau fibrila §to je u skladu s tau patologijom uoCenom u
hipokampusu koji je potreban za kodiranje, konsolidaciju i prisjeCanje nove
lokacije objekta.

Lokomotorna aktivnost bila je naruSena nakon inokulacije tau fibrila i tau
oligomera. Nakon inokulacije tau fibrila Zivotinje su pokazale manju
anksioznost i povecano rizicno ponasanje.

Na kognitivni deficit u AD utjeCe i gubitak sinapsi. UoCena je kolokalizacija
presinapti¢kog proteina sinaptofizina i tau proteina u CA3 polju hipokampusa
nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila 8to korelira s nastalim deficitom u
radnom prostornom pamcenju.

Provedeno istrazivanje naglasava vaznost koriStenja netransgeni¢nih
animalnih modela, a posebno Stakora, u istrazivanju specificnih mehanizama
tau patologije u sporadi¢noj tauopatiji. Stakor kao model AD je fizioloski,
genetski i morfoloski bliZi ljudima od miSa, izrazava Sest izoformi proteina tau,
ima slozeniji sredisnji ziv€ani sustav i bolje kognitivne sposobnosti od miSeva
i time omogucuje to€niju procjenu utjecaja tau patologije na kogniciju.
SprjeCavanje Sirenja tau patologije moze biti terapijska meta za razvoj lijekova
koji sprieCavaju nastanak AD. Nakon $to se utvrdi koji je oblik tau proteina
odgovoran za Sirenje, jedna je od mogucénosti zaustavljanje Sirenja

imunoterapijom na izvanstanicni protein tau.
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8. SAZETAK

Naslov: "Mogucnost razvoja netransgeniCnoga Stakorskog modela tauopatije
primjenom tau oligomera u entorinalnu mozdanu koru"
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Godina; 2022.

Transgenic¢ni animalni modeli najviSe se koriste u istraZivanju Alzheimerove bolesti
(AD) iako nisu pogodni za istrazivanje slozenih procesa sporadi¢ne AD (sAD), koja Cini
95% svih slu€ajeva AD. Iz tog razloga, cilj ovog istrazivanja bio je karakterizacija
netransgeni¢nog Stakorskog modela tauopatije koji ¢e pridonijet boljem razumijevanju
patologije transsinaptiCkog Sirenja i agregacije tau proteina u AD i nalaZzenju novih
terapijskih cilieva za sprjeCavanje nastanka i/ili zaustavljanje Sirenja patoloskih
promjena. Za proucCavanje transsinaptiCckog Sirenja u Wistar Stakoru, radena je
jednostrana inokulacija tau oligomera ili tau fibrila u medijalni entorinalni korteks,
buduéi da je pokazano da najranije neurofibrilarne promjene u mozgu osoba s AD
nastaju u mozdanom deblu i entorinalnom korteksu odakle se dalje Sire duz anatomski
povezanih regija. Na$ cilj bio je odrediti da li razli€iti oblici proteina tau potic¢u stvaranje
neurofibrilarnih promjena slicno kao kod AD, te kako te promjene koreliraju s
kognitivnim deficitom. Pokazano je da Sirenje tau patologije ovisi o povezanosti
podrucja mozga, a ne o blizini mjestu inokulacije. Inokulacija tau oligomera i tau fibrila
uzrokuje progresiju neurofibrilarnin promjena iz entorinalnog korteksa u druge
povezane regije mozga, slicno kao i kod ljudskog mozga opisano prema Braak i Braak-
u. Razvoj i napredovanje stadija Sirenja AT8 patologije dogada se daleko brze kod
zivotinja inokuliranih tau fibrilima u odnosu na Zivotinje inokulirane tau oligomerima,
kod kojih je Sirenje sporije i potrebno je jedanaest mjeseci za zahvacanje svih podrucja
mozga. Osim neurofibrilarnin promjena stereotaksijska inokulacija tau fibrila i tau
oligomera izazvala je pojavu konformacijski promijenjenog proteina tau, stvaranje
inkluzija pozitivnih na bojenje po Gallyasu, neurohistopatoloskih promjena uo€enih
prema Bielschowskom, nakupljanje amiloida 3, gubitak sinapsi u hipokampusu te

kognitivni deficit.
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9. SUMMARY

Title: " Development and characterization of a non-transgenic rat model of tauopathy
induced by injection of tau protein into the entorhinal cortex"
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Transgenic mouse models have been extensively used in Alzheimer’'s disease (AD)
research, although they are limited in their ability to replicate the complex process of
the sporadic Alzheimer’s disease (sAD), which concerns over 95% of all AD cases. In
this study, we aimed to characterize a non-transgenic rat model of tauopathy that can
contribute to a better understanding of possible pathological changes, trans-synaptic
spread, tau protein aggregation in AD an to find new therapeutic targets to onset/or
stop the spread of pathological changes. To analyze transsynaptic spread in Wistar
rats, unilateral inoculation of tau oligomers or tau fibrils into the medial entorhinal cortex
was performed, since it has been shown that the earliest neurofibrillary changes in the
AD brains originates in the brainstem and entorhinal cortex from where they further
spread along anatomically connected regions. Our goal was to assess whether
different variants of the inoculated tau protein, would induce neurofibrillary changes
and propagate in a manner similar to AD-related pathology, and how would this tau-
related pathology correlate with cognitive impairment. It has been shown that the
spread of tau pathology is dependent on connectivity and not proximity to the injection
site. Inoculation of tau oligomers and tau fibrils causes progression of neurofibrillary
changes from the entorhinal cortex to other connected brain regions, similar to AD-
related changes outlined by Braak and Braak. The development and spreading of AT8
tau pathology occurs much faster in animals inoculated with tau fibrils than in animals
inoculated with tau oligomers, where spreading is slower, and it takes eleven months
to affect all brain areas. In addition to neurofibrillary changes, stereotaxic inoculation
of tau fibrils and tau oligomers caused the appearance of conformationally altered tau
protein, formation of Gallyas positive inclusions, neurohistopathological changes
observed with Bielschowski method, accumulation of amyloid 3, loss of synapses in
the hippocampus, and cognitive deficit.
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11. ZIVOTOPIS

Lea Langer Horvat rodena je 23. listopada 1988. godine u Cakovcu. Nakon zavr$etka
gimnazijskog obrazovanja u Cakovcu, upisuje studij Molekularne biologije na
Prirodoslovno-matematiCkom fakultetu Sveucilista u Zagrebu gdje 2015. godine
stjeCe titulu magistre molekularne biologije. Tijekom studija dobiva Rektorovu
nagradu za rad ,Regulacija transkripcije gena MGAT3 u malignim tumorima porijekla
epitelnih stanica“. Kao studentica apsolventske godine radi u Fidelta d.o.0. za
istrazivanje i razvoj, Zagreb na poziciji mladeg znanstvenika. Od studenog 2016.
godine zapoSljava se na Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga Medicinskog
fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu u sklopu projekta ,Razvoj karijere mladih istrazivaca-
izobrazba novih doktora znanosti“. Poslijediplomski doktorski studij Neuroznanosti
upisuje 2016. godine te postaje suradnica na HRZZ projektu ,Hiperfosforilacija,
agregacija i transsinaptiCki prijenos tau proteina u Alzheimerovoj bolesti: analiza
cerebrospinalne tekucine i ispitivanje potencijalnih neuroprotektivnih spojeva”
voditelja prof. dr. sc. Gorana Simi¢a. Usavr$avala se u u inozemnom suradni¢kom
laboratoriju (Institute of Physiology of the ASCR, Ce$ka), gdje je udila tehnike
stereotaksijske operacije na Stakorima, kirurSke manipulacije, te bihevioralna
testiranja zivotinja. Posjeduje certifikat za eksperimentalni rad sa Zivotinjama
(FELASA Accredited Course F060/17, University of Nottingham, UK. FELASA
Certificate ID: 060/17_22_2019). Clanica je Hrvatskog drustva za neuroznanost i
CroLasa drustva. Autorica je ili ko-autorica na 5 rada indeksirana u CC ¢asopisima,
5 medunarodnih i 11 domacdih kongresnih znanstvenih sazetaka. 2020. godine
upisuje Skolu za osobni i organizacijski razvoj, Facultas. 2016. godine postala je

majka sinu Izaku i 2021. godine kéeri I1zabeli.
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