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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 Tibingenu u pacijentice Auguste Deter koja je u 51. godini zivota pokazivala gubitak
orijentacije, nemogucnost samostalnog obavljanja svakodnevnih aktivnosti, paranoju,
halucinacije, deluzije 1 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 snopi¢i (neurofibrillary tangles,
NFT) (1). Navedene patoloske promjene prikazao je metodom srebrne impregnacije po
Bielschowskom ¢ije se modifikacije rabe 1 danas u svrhu vizualizacije navedenih promjena. U
svijetu je 2015. godine 46,8 milijuna ljudi bolovalo od sindroma demencije, od ¢ega je 75% S
AD-om (2). Procjenjuje se da u Republici Hrvatskoj vise od 86 tisu¢a osoba boluje od AD-a
(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-a 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 dana$njim saznanjima te
sluze za postavljanje klinicke dijagnoze vjerojatne ili moguce AD. Kriteriji doneseni 1984.
godine upotpunjeni su od strane NIA (National Institute on Aging) i NIA-AA (National Institute
on Aging and Alzheimer's Association) novim kriterijima koji jasnije definiraju razlike izmedu
demencije uzrokovane AD-om i ostalih demencija (4). Prema DSM-V kriterijima, ovisno o
tezini kognitivnih smetnji i moguénosti samostalnog obavljanja svakodnevnih aktivnosti
razlikujemo mali i veliki neurokognitivni poremecaj. Mali neurokognitivni poremecaj je na
neuropsiholo$kim testovima definiran kao jedna do dvije standardne devijacije ispod

referentnih vrijednosti, dok je veliki neurokognitivni poremecaj definiran kao vrijednost dvije



standardne devijacije ispod normalnih vrijednosti. Suprotno od malog neurokognitivnog
poremecaja kod kojeg osobe zadrzavaju sposobnost samostalnog svakodnevnog funkcioniranja,
kod velikog se dogadaju kognitivne promjene koje onesposobljavaju osobu za samostalno
funkcioniranje. U oba poremecaja zabiljeZeno je pogorsavanje u lingvistickim sposobnostima,

ucenju i paméenju, pozornosti i socijalnoj kogniciji ili motornim i izvr$nim sposobnostima (5).

Dijagnoza se utvrduje testiranjem kognitivnih sposobnosti dokumentiranih pomocéu Male
ljestvice mentalnih sposobnosti, MMSE ljestvice (Mini Mental Status Examination) te
neuroloskim pregledom koji moze ukljucéivati slikovni prikaz strukture mozga
kompjutoriziranom tomografijom (computed tomography, CT) ili magnetskom rezonancijom
(magnetic resonance imaging, MRI), slikovni prikaz aktivnosti mozga (regionalnog protoka
krvi) jednofotonskom emisijskom tomografijom (single photon emission tomography, SPECT)
odnosno  stupnja metabolicke aktivnosti pozitronskom emisijskom tomografijom
fluorodeoksiglukozom (*3F-fluorodeoxyglucose positron emission tomography, FDG-PET), te
vizualizacijom pojedinith molekula pomoc¢u radiofarmaceutika za amiloid/tau protein
pozitronskom emisijskom tomografijom (amyloid/tau positron emission tomography, PET). CT
i MRI snimanjem moze se vidjeti postoji li atrofija mozdane kore, napose hipokampusa i
entorinalne mozdane kore, a SPECT/PET snimanjem postoji li smanjen krvni protok odnosno
smanjena aktivnost pojedinih dijelova mozga (6,7). Vazna nadopuna dijagnostickih kriterija je
upotreba bioloskih biljega koji se odreduju u tjelesnim tekué¢inama (krv, cerebrospinalna
tekucina — likvor), kao $to su koncentracija amiloida-P1-22, ukupni i fosforilirani tau protein.
Taj je inicijalni prijedlog iz 2016. godine (8) usao i u dijagnosti¢ke kriterije 2018. godine
(A/T/N sustav), za koji se u najnovije vrijeme predlaze proSirivanje i na dodatne biomarkere
(A/T/N/X sustav), pri ¢emu se X dijeli na Xc - srediSnje biomarkere sinapticke disfunkcije,
disfunkcije glija stanica i neuroinflamaciju i Xp — periferne biomarkere sistemske upale,
imunosti i metabolizma (9). Cilj upotrebe bioloskih biljega je osim razumijevanja patogeneze
AD-a, otkrivanje AD-a u pretkliniCkom stadiju, kako bi se mogle $to ranije poduzeti
preventivne mjere i pokusati usporiti daljnje napredovanje bolesti kolinomimeticima
(donepezil, rivastigmin, galantamin) i neuroprotektivima §to smanjuju ekscitotoksi¢nost

posredovanu prejakom aktivacijom NMDA receptora (memantin) (10).



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 slucajeva AD-a, a od svih
oboljelih u samo 6% se javlja prije 65. godine Zivota (early-onset Alzheimer’s disease, EOAD).
Sporadi¢na AD javlja se nakon 65. godine Zivota te se joS naziva sporadi¢ni oblik AD-a s
kasnim pocetkom (late-onset Alzheimer’s disease, LOAD). U rjedim slucajevima, AD moze
biti obiteljska, ali bez ranog nastupanja bolesti, a takoder moze biti i sporadi¢na, ali s ranim

pocetkom (11).
1.2.1.  Genska podloga obiteljske Alzheimerove bolesti

Nasljedni oblik AD-a 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-a
nadena je u genu za prekursorni protein amiloid-p (amyloid-f precursor protein - APP) na
kromosomu 21 (12). Kasnije su pronadene i druge 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 (13,14). Do danas je otkriveno vise od 200 patoloskih
mutacija u navedenim genima, ¢ije je zajedni¢ko obiljeZje da imaju ucinak na povecanje
proizvodnje AP, kao i omjera peptida ABi-42/AB1-20 (15). Otkri¢e mutacija u navedenim genima
pridonijelo je razumijevanju molekulskog mehanizma nastanka obiteljskog oblika AD-a, ali
ponekad isto tako i nerazumijevanju u smislu da se identi¢an patogenetski mehanizam
(amiloidna kaskada ili modificirana amiloidna kaskada) podrazumijeva odgovornim i za

nastanak sporadi¢nog oblika bolesti.
1.2.2.  Genska podloga sporadicne Alzheimerove bolesti

Posljednja geneticka istrazivanja ukazuju kako se sporadi¢ni oblik AD-a ne javlja sporadi¢no,
ve¢ kao posljedica interakcije i utjecaja vise razlicitih varijanti gena i ¢imbenika rizika. Drugim
rijeima, i za nastanak tog oblika bolesti postoji izrazita geneticka predispozicija. Asocijacijske
studije 1 analize vezanosti gena utvrdile su ukljuCenost velikog broj gena u nastanku
sporadi¢nog oblika AD-a, koji doprinose nastanku bolesti s otprilike 60-80% udjela, pri cemu

preostali udio ¢ine ne-geneticki ¢imbenici (16).



Jedini do sada sigurno utvrdeni i potvrdeni geneti¢ki ¢imbenik koji povecava rizik, ali se ne
moze smatrati i uzrokom za nastanak sporadi¢nog oblika AD-a je polimorfizam gena za
apolipoprotein E (APOE). Rezultati dviju velikih populacijskih studija provedenih 1993. godine
prvi su ukazali su na znac¢ajnu povezanost alela ¢4 (u odnosu na alele €3 i €2) gena za APOE s

povecanim rizikom za AD (17,18).

Gen za APOE nalazi se na kromosomu 19 i ima izooblike 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 (19). Razlika u alelima odreduje razlicito ,,ponasanje* pojedinih
APOE proteina. Pritom je izoforma proteina E2 neuroprotektivna, dok se izoforma proteina E4

povezuje s rizikom za nastanak razli¢itih poremecaja i bolesti, ukljucujuéi AD (20).

lako nisu u potpunosti razjasnjeni molekulski mehanizmi djelovanja APOE proteina u
zapocinjanju i razvoju AD-a, poznato je da je njegovo djelovanje tijesno povezano s pohranom,
prijenosom i metabolizmom kolesterola, ne samo u mozgu, nego i u perifernim tkivima i
organima (21). PoviSena razina kolesterola u serumu osoba srednje dobi povecava rizik za
obolijevanje od AD-a (22). APOE je takoder uklju¢en u prijenos amiloid-f peptida kroz krvno-
mozdanu barijeru, pri éemu APOE4 to provodi sporije od APOE3, a APOE3 sporije od APOE2,
za §to se vjeruje da ima utjecaj na metabolizam amiloida, odnosno pogoduje agregaciji i
stvaranju amiloidnih plakova (23). Taj polimorfizam prisutan je u oko 15% zdrave populacije,
dok se u oboljelih od AD-a javlja u 65% slucajeva (23). Nositelji jednog ¢4 alela (heterozigoti)
imaju oko pet puta povecan rizik obolijevanja od AD-a, dok je kod homozigota taj rizik veci za
20 puta (24). APOE &4 alel utjece na raniju pojavu simptoma AD bolesti, odnosno jedna kopija

¢4 alela dovodi do pojave bolesti desetak godina ranije (17).

Osim navedene geneti¢ke podloge, ostali vazni riziéni ¢imbenici za nastanak AD-a su dob (25)
i spol, pri ¢emu je rizik obolijevanja veci za Zene (26). Dodatni rizi¢ni ¢imbenici su traumatska
ozljeda glave (27), nizi stupanj obrazovanja (zbog smanjene ,sinapticke rezerve®) (28),
hipertenzija (29), dijabetes tipa Il (30), prekomjerna konzumacija alkohola (31), kao i unos
nekih teskih metala (32—34). Rezultati jednog meta-istrazivanja pokazali su ve¢i rizik nastanka
AD-a kod pusaca (35), iako su rezultati pojedinih istraZivanja pokazali i postojanje zastitnog

djelovanja nikotina iz cigareta i nizu ukupnu prevalenciju AD-a kod pusaca (36,37).



1.3. Klinicki pokazatelji Alzheimerove bolesti

Glavni simptomi osoba oboljelih od AD-a su progresivni gubitak kognitivnih funkcija i
pamcéenja, te vidljive promjene u ponasanju koje mogu ukljucivati verbalno, a katkad i fizicki
agresivno te hiperaktivno ponasanje, psihozu i depresiju (38). Uzrok navedenih simptoma je
propadanje neurona u subkortikalnim i kortikalnim podru¢jima te poremecéaj u radu

neurotransmiterskih sustava (39-41)

Sjogren je 1950. godine prvi podijelio tijek i simptome AD-a u tri stadija (42). Prvi stadij AD-
a je okarakteriziran gubitkom deklarativnog (eksplicitnog) epizodickog pamcenja
(nesposobnost svjesnog doziva svakodnevnih dogadaja te vremenskih i1 prostornih asocijacija).
U tom stadiju moze do¢i do poteskoca u obavljanju svakodnevnih aktivnosti. Vrlo rano se uz
kognitivne simptome javljaju i nekognitivni simptomi poput promjena u raspoloZenju,
emocionalnom dozivljavanju, apetitu, ciklusu budnosti i spavanja (budnost po no¢i, pospanost
po danu, Cesto izraZzena smetenost u sumrak), zbunjenosti, uzrujanosti, depresivnosti i drugih
(43). U drugom stadiju AD-a dolazi do pogorsanja u semanti¢kom eksplicitnom pamcenju §to
moze dovesti i do poteSkoca u prepoznavanju bliskih osoba (prozopagnozije). Takoder, dolazi
do znacajnijeg oStecenja jezi¢nih sposobnosti, govora i percepcije. U trecem stadiju dolazi do
teSkog propadanja svih kognitivnih sposobnosti. Dolazi do gubitka eksplicitnog i naruSavanja
implicitnog pamcenja ¢ime se ogranicava sposobnost svakodnevnog funkcioniranja i osobe
postaju potpuno ovisne o drugima (42). Poremecaj u prostornoj orijentaciji kod osoba oboljelih
od AD-a moze se javiti kao rani simptom koji prethodi poteSko¢ama u zapamcivanju ili se javlja
istodobno s njima, te karakterizira prodromalni stadij bolesti (44) u kojemu osobe ne pokazuju
odstupanja u svakodnevnom funkcioniranju (45). Pokazano je da prosje¢no svaka deseta 0soba
s MCI-jem godisnje razvija AD, te pojedine osobe s MCI ne razviju demenciju (45). 1z
navedenog je razvidno da je potrebno dugo pracenje osoba s MCI-jem (7-10 godina) da bi se
utvrdilo u kojem ¢e se smjeru inicijalna sumnja na demenciju razvijati. Takoder je izuzetno
vazno u klinickoj obradi odbaciti poznate reverzibilne uzroke sindroma demencije, napose
hipotireozu u starijih Zena i pseudodemenciju zbog depresije. 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 poremecaj (mild cognitive
impairment, MCI) (46), a prema DSM35 mali neurokognitivni poremecaj (minor neurocognitive

disorder).



1.4. Neuropatoloske promjene u Alzheimerovoj bolesti

Neuropatoloske promjene u AD-U se mogu rangirati pomocu tri parametra koriStenih za tzv.
,ABC*“bodovanje. Parametar A su opisali Thal i suradnici 2002. godine i odnosi se na promjene
amiloida-f (AO: AP i amiloidni plakovi nisu prisutni; Al: Thal faza 1 ili 2; A2: Thal faza 3; A3:
Thal faza 4 ili 5) (47), (48). U fazi 1 zahvacen je ¢eoni, sljepooc¢ni, tjemeni i zatiljni rezanj, u
fazi 2 entorinalni korteks, hipokampus, cingularna vijuga, inzula i presubikul, u fazi 3 jezgre
medumozga, strijatum 1 kolinergicke jezgre mediobazalnog telencefalona, u fazi 4 mozdano
deblo te u fazi 5 mali mozak (47). 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 III/IV s NFT prisutnim najviSe u
hipokampusu i amigdali te proSireni na asocijacijski korteks; B3: stadiji V/VI s NFT,
neuropilnim nitima i distroficnim neuritima prisutnim u neokorteksu te naposljetku u primarnoj
osjetnoj i motori¢koj mozdanoj kori) (Slika 1) (49). Parametar C se odnosi na rasprostranjenost
neuriti¢kih plakova (NP) (sastavljenih od A jezgre okruZene distrofi¢nim neuritima u kojima
se nakuplja hiperfosforilirani tau protein). Rasprostranjenost NP je opisana kao CO: bez NP,
Cl: rijetki NP, C2: umjereno NP, C3: Cesti NP (48). ABC skale se koriste za definiranje Cetiriju
razina neuropatoloSkih promjena u AD-u: bez promjena, slabe, srednje i visoke razine

neuropatoloskih promjena u AD-u (48).



Slika 1. Topografska progresija neurofibrilarne degeneracije prema Braak i Braak, 1991
(49). U stadiju 1 i II dolazi do Sirenja neurofibrilarnih promjena od transentorinalne regije do
hipokampalne formacije, sto klinicki korelira s gubitkom pamc¢enja nedavnih dogadaja, blagom
prostornom dezorijentacijom te manjim poteSko¢ama u svakodnevnim aktivnostima. U
stadijima III i IV dolazi do Sirenja na sljepoo¢nu, tjemenu i ¢eonu mozdanu koru $to klinicki
korelira s poteskoCama u prisjecanju, teSkog pronalaZenja prave rijeci, vremenskom i
prostornom dezorijentacijom i poteskoc¢ama s koncentracijom i razumijevanjem. U stadijima V
1 VI Sirenje zahvaca primarnu osjetnu i motoricku mozdanu koru §to je povezano s poteSko¢ama
u prepoznavanja objekta te percepcijskim 1 motorickim vjeStinama. Preuzeto i prilagodeno

prema: (48).



1.5. Pretpostavke o nastanku Alzheimerove bolesti

S obzirom da neuropatoloske promjene u AD-U nastaju kao posljedica razli¢itih patoloSkih
mehanizama, razvilo se viSe pretpostavka o nastanku AD-a. 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 kolinergi¢ka hipoteza, oksidativna hipoteza, hipoteza
poremecaja funkcije mitohondrija 1 lizosoma, hipoteza neuroupale 1 hipoteza neurovaskularne

disfunkcije (50-52).
1.5.1.  Amiloidna hipoteza

Nakon otkrica da su AP sacinjeni uglavnom od amiloida-f (Ap) kao glavnog strukturnog
proteina (53,54) nastala je amiloidna kaskadna hipoteza koja dominira u istrazivanjima od tada
pa sve do danas (55,56). Prema navedenoj hipotezi neravnoteza izmedu proizvodnje i
uklanjanja AP u mozgu je glavni patoloski proces koji potice druge patoloske promjene koje u
konacnici dovode do neurodegeneracije (57). Kod obiteljskog oblika AD-a s ranim pocetkom
dolazi do mutacije u genima za proteine uklju¢ene u stvaranje AP, dok kod sporadi¢nog oblika

AD-a dolazi do neravnoteze izmedu proizvodnje i uklanjanja AP (58).

AP peptid (molekularna masa 4,2 kDa) nastaje cijepanjem amiloidnog prekursorskog proteina
(amyloid precursor protein, APP) (59) kodiranim genom na 21. kromosomu (60).
Alternativnim izrezivanjem APP-a nastaju tri glavne izoforme APPsgs, APP751 i APP770. Postoje
dva vazna puta razgradnje APP-a, put a- sekretaze (neamiloidogeni put) koji prevladava kod
zdravih osoba i put - sekretaze (amiloidogeni put) koji prevladava u AD-u (61), medutim

dokazana je prisutnost tog puta i u zdravih ljudi (62) (Slika 2).

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) (20) 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 (63) (Slika 2).

U amiloidogenom putu, razgradnja 3-sekretazom (beta-site amyloid precursor protein cleaving
enzyme, BACE) dovodi do cijepanja APP-a na pocetku AP slijeda i oslobadanja B-topljivog
APP (B-soluble amyloid precursore protein, BsAPP) koji se otpusta i BCTF (f-C-terminal
fragment of APP) koji ostaje vezan za membranu. Iz njega u ovisnosti o polozaju cijepanja y-

sekretaze nastaje AP od 40 (AP1-40) ili 42 aminokiseline (AP1-42) (61) (Slika 2). U sporadi¢énom
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AD-u znacajno je povecana B-sekretazna aktivnost (64). Oko 80-90% nastalih peptida AB-a
¢ine oni gradeni od 40 aminokiselina, a 5-10% gradeni od 42 aminokiseline. Topljivi AP tezi
agregaciji u topljive oligomere i stvaranju vecih netopljivih vlakna. AP graden od 42
aminokiseline poti¢e abnormalnu agregaciju peptida AP jade nego AP graden od 40
aminokiselina (65), te je glavni oblik AP koji se nakuplja u mozgu u manjoj mijeri
intracelularno, u vecoj mjeri ekstracelularno, te u kortikalnim krvnim zilama (amiloidna
angiopatija)  (64,65). Glavni dokazi koji potkrepljuju amiloidnu hipotezu dobiveni su
istrazivanjima mutacija gena za proteine APP, PSEN1 i PSEN2, koje su povezane s nastankom
nasljednog oblika AD-a. Mutacije u genu APP dovode do prekomjernog stvaranja i nakupljanja
AP, a mutacije u genima PSEN1 i PSEN2 do stvaranja APi-42 (66,67). Takoder, pronalazak
zaStitne mutacije u blizini mjesta gdje P sekretaza cijepa APP, dodatno potvrduje navedenu
hipotezu. Tzv. zastitna mutacija ¢ini APP slabijim supstratom za cijepanje 3 sekretazom, zbog

Cega postoji manja vjerojatnost obolijevanja od AD-a (68,69).

y-sekretaza je multiproteinski kompleks koji se sastoji od cCetiri proteina: presenilina 1,
nikastrina, APH-1 (anterior pharynx-defective 1) i PEN-2 (presenilin enhancer 2) (70). Za
normalno funkcioniranje y-sekretaze potrebne su sve Cetiri komponente. U AD-u dolazi do
promjena u djelovanju y-sekretaze $to uzrokuje stvaranje duzeg oblika AP (64). Dodatno u
prilog ovoj teoriji ide Cinjenica da osobe s Downovim sindromom (DS) (trisomija 21.
kromosoma) koje imaju tri kopije APP gena, razvijaju plakove rano u zivotu (71), sli¢no kao

Sto je i sluéaj kod obitelji kod kojih postoji duplikacija APP lokusa (72).
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Slika 2. Shematski prikaz procesiranja amiloidnog prekursorskog proteina (APP). Dva
puta razgradnje APP-a, put a-sekretaze (neamiloidogeni put) koji prevladava kod zdravih osoba
i put B- sekretaze (amiloidogeni put) koji prevladava u AD. TM: transmembranska regija; C83:
proteoliti¢ki produkt razgradnje APP; C99: proteoliti¢ki produkt razgradnje APP; AICD: APP
unutarstani¢cna C terminalna domena; CTFa: ¢ terminalni fragment nastao cijepanjem o
sekretaze; CTFp: ¢ terminalni fragment nastao cijepanjem [ sekretaze; CTFy: ¢ terminalni
fragment nastao cijepanjem vy- sekretaze; p3: p3 fragment; AB: amiloid-pB; Preuzeto i

prilagodeno prema (73).

Jedan od nedostatka hipoteze je usmjerenost samo na AP, $to zanemaruje i moguce interakcije
s drugim ¢imbenicima koji bi mogli prethoditi patoloskom procesu (neuroinflamacija), kao i

interakcije s proteinom tau (74).

1.5.2.  Tau hipoteza

Tau protein pripada skupini proteina povezanih s mikrotubulima (microtubule-associated
protein tau, MAPT), te unakrsno povezuje monomere o i  tubulina i ima vaznu ulogu u

sastavljanju i stabilizaciji mikrotubula (75). Uglavnom je eksprimiran u aksonima s veéim
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razinama mRNA i proteina u mozdanoj kori i hipokampusu nego u bijeloj tvari i malom mozgu
(76). Takoder, eksprimiran je u manjoj koli¢ini u dendritima, jezgri i sinapsama (77). U
patoloskim uvjetima pojacana fosforilacija tau proteina uzrokuje promjenu njegove
konformacije i odvajanje od mikrotubula, pa posljedicno dolazi do nakupljanja u
neurofibrilarne snopice kao i niti neuropila, koje su patolosko obiljezje tauopatija (78-81).
Uoceno je da u osoba oboljelih od AD-a dolazi do porasta razine fosforiliranih tau proteina 4
do 8 puta u odnosu na zdrave osobe iste dobi i spola, Sto ukazuje da je neurofibrilarna
degeneracija vjerojatno uzrokovana hiperfosforilacijom zbog koje je narusena njegova

sposobnost stabilizacije mikrotubula, a ne smanjenjem ukupne razine tau proteina (82).

1.6. lzoforme tau proteina

Tau protein 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 (83), kao i u mozgu stakora (84). MAPT gen nalazi se na kromosomu 17 i sadrzi 16
eksona (85). Alternativnim prekrajanjem eksona 2, 3 i 10 nastaje 6 izoformi tau proteina koje
se medusobno razlikuju prema prisutnosti N-terminalnog dijela; 0 (ON), 1 (veli¢ine 29 ak, 1N)
ili 2 (veli¢ine 58 ak , 2N), odnosno prisutnosti 3 ili 4 mikrotubul — vezu¢e domene (3R i 4R)
(86,87) (Slika 3). C terminalna regija veze se za mikrotubule a N-terminalna regija s

plazmatskom membranom i drugim citoskeletnim proteinima (86,88).

2N4R | [ ~i e BEEE )
2N3R | [niTn2] BEE )
1N4R [~ mEEN
NR ] 1] -
ON4R | DEER |
ON3R | 1] -

N terminus C terminus

Slika 3. I1zoforme tau proteina. 1zoforme se razlikuju prema odsutnosti 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 — vezué¢e domene. Preuzeto i prilagodeno prema: (84).
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Svaka izoforma tau proteina ima razli¢itu ulogu te drugaciji obrazac izrazaja tijekom razvitka.
Tijekom embrionalnog i fetalnog razdoblja predominantno se izrazava najkraca izoforma tau
(ON3R, fetalni oblik), dok se ostali oblici pocCinju izraZavati postnatalno (89). Nisu toc¢no
objasnjene razlicite fizioloSke uloge svih izoformi, medutim pokazano je da dolazi do promjene
u omjeru izrazaja 3R 1 4R tau proteina u pojedinim tauopatijama (90), te da postoji odreden
omjer 3R i 4R tau proteina karakteristiCan za pojedinu tauopatiju. Tako se u AD-u nalazi
podjednak omjer 3R i 4R izoformi tau proteina u neuronima, glija stanicama i cerebrospinalnoj
tekucini (91).

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 i 3 Phe) ostataka. lako je tau protein bazi¢an, moze se podijeliti u 4 poddomene, ovisno
0 naboju i motivima domene (87,92): 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 tau proteina u AD-u, koriste se razli¢iti animalni modeli, medu kojima
su 1 transgenicni Stakorski modeli AD-a. Medutim, za razliku od covjeka, u ranijim
istrazivanjima sugerirano je da mozak Stakora eksprimira samo tri 4R tau izoforme na razini
proteina (93,94) i na razini MRNA (94-96), te je samo nekoliko autora sugeriralo postojanje
vise od 4 tau izoformi u mozgu Stakora (97,98). Rezultati prema Hanes i suradnicima pokazali
su da, poput ljudi, mozak odraslih Stakora sadrzi svih Sest tau izoformi. Ekspresija 4R tau
izoformi bila je devet puta veca od ekspresije 3R izoforme (84). Nadalje, razina proteina ON,
IN ili 2N bila je 30%, 35% i 35% ukupnog tau. Za razliku od $takora u odraslom ljudskom
mozgu, omjer 3R tau i 4R tau izoformi je 1 : 1 (86), a ON, 1N i 2N tau izoforme ¢ine oko 37%,
54% i 9% ukupnog tau proteina (99).

1.7. Fosforilacija tau proteina

Od svih posttranslacijskih promjena tau proteina, fosforilacija je vjerojatno najvaznija buduci
da regulira pojedine fizioloske funkcije tau proteina kontrolirajué¢i njegovo vezanje za
mikrotubule (100). U istrazivanju Hasegawa i suradnika prvog puta je opisan i izoliran

fosforilirani tau protein iz mozga osoba oboljelih od AD-a (101). Kasnije je pokazano da
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neurofibrilarni snopi¢i sadrze fosforilirani tau protein i da postoji povezanost s nastankom
kognitivnih oStecenja u AD-u (102,103).

Odredena mjesta fosforilacije tau proteina usko su povezana s neuropatoloskim promjenama
jer fosforilacija na tim mjestima uzrokuje agregaciju u obliku neurofibrilarnih snopica
(104,105). U AD-u identificirano je 45 mjesta fosforilacije tau proteina (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) (106) (Slika 4).

E2 | E3 [ R0 M1
|

[ ]Il
Y18 S46 ||T71 S113
S69 T
S68
S191
Y197
S198|||T217
S199(IS214
S202/(T212
T205S210
S208

Slika 4. Pozicije mjesta fosforilacije tau proteina u osoba oboljelih od AD-a. Identificirano
je priblizno 45 mjesta fosforilacije, najvise u prolinom bogatoj i C- terminalnoj domeni, s
nekoliko mjesta unutar mikrotubul — vezuc¢ih domena. Pet mjesta fosforilacije identificirano je
specificnim protutijelima na fosforilirani tau (narancasto obojena myjesta); preostala mjesta
fosforilacije identificirana su masenom spektrometrijom i/ili Edmanovom razgradnjom.

Preuzeto i prilagodeno prema (106).

Veéina istrazivaca smatra da hiperfosforilacija tau proteina dovodi do promjene njegove
konformacije $to uzrokuje odvajanje od mikrotubula i razgradnju mikrotubula (107). Odvojeni
hiperfosforilirani tau nakuplja se u unutrasnjosti stanice zajedno sa ostalim proteinima vezanim
za mikrotubule, te kao posljedica toga dolazi do poremecenog aksonskog transporta i smetnji u
sinaptickoj funkciji neurona $to rezultira propadanjem neurona (91). Manji broj istrazivaca
smatra da prvo dolazi do smatanja tau proteina, a tek potom fosforilacije i odvajanje od
mikrotubula (108). Tau protein koji je abnormalno fosforiliran nalazi se i u citosolu mozdanog

tkiva osoba s AD-om, gdje ¢ini i do 40 % ukupnog abnormalnog tau proteina.
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In vitro istrazivanja pokazala su da abnormalno fosforilirani tau protein ne stupa u interakciju
S a- | B-tubulinom mikrotubula, ve¢ uzrokuje odvajanja normalnog tau i drugih proteina

pridruzenih mikrotubulima od samih mikrotubula (109).

Fosforilacija tau proteina je regulirana sloZzenim odnosom vise razli¢itih Ser/Thr kinaza,
ukljucujuéi GSK-3p, CDC2, PKA, PKC, CDKS5, MARK, JNK, p38/MAPK, kazein kinazu II i
manjeg broja fosfataza, sto sveukupno rezultira nastajanjem razli¢itih obrazaca fosforilacije u
odredenim fazama AD-a (110).

U ranoj fazi AD-a dolazi do fosforilacije tau proteina na epitopima Ser262, Thr231 i Thr153
(79). Fosforilacija na epitopu Ser262 i Thr231 inhibira vezanje tau proteina za mikrotubule za
35% i 25 % (111). Daljnja fosforilacija tau proteina je na epitopima Thr175/181, Ser262/356,
Serd22, Serd6, Ser214 i Thr212. Kasni obrazac fosforilacije tau proteina je na epitopima
Ser199/Ser202/Thr205 i Ser396/404 (79). Druga istrazivanja pokazala su da je fosforilacija tau
proteina na epitopima Ser396/404 (112) i Ser199/Ser202/Thr205 (113) vjerojatno jedan od
najranijih patoloskih dogadaja u nastanku i razvoju AD-a.

Osim fosforilacije, dolazi i do drugih posttranslacijskih modifikacija koje mijenjaju bioloska
svojstva tau proteina. Pored fosforilacije, najvise istrazivana promjena tau proteina je acetilacija
(114). Ranija istrazivanja tau acetilacije pokazale su da ona moze uzrokovati fosforilaciju i
agregaciju tau proteina (115,116), no kasnije je pokazano da acetilacija moze inhibirati
agregaciju tau proteina (117) i imati moguci zastitni u¢inak na razvoj patoloSkih promjena
(118). Ostale posttranslacijske promjene su ubikvitinacija (119), glikozilacija i metilacija
(120,121).

1.8. Sirenje patoloskih promjena tau proteina

Braak i Braak su opisali stadije patoloskih promjena tau proteina (49).Najranije karakteristi¢ne
promjene za AD zahvacaju podrucja mozga transentorinalnog korteksa sa blagim zahva¢anjem
hipokampalnog CA1 polja i izokortikalnih podruéja sljepoo¢nog reznja (Stadij I/11). U stadiju
II/IV dolazi do izrazajnijih patoloskih promjena tau proteina u transentorinalnom i
entorinalnom korteksu, brojnim neurofibrilarnim snopi¢ima 1 neuropilnim nitima u
hipokampusu, pocetne neurofibrilarne degeneracije u talamusu i amigdaloidnoj jezgri, kao i
pocetnim patoloskim promjenama u putamenu i jezgri §to prilezi uz septum (nucleus

accumbens). U fazi V/VI kontinuirano se povecavaju patoloske promjene tau proteina u
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hipokampalnoj formaciji, te dolazi do Sirenja tih promjena u stratum oriens i stratum radiatum.
Dodatno su zahvacéeni hipotalamus, Klaustrum i crna jezgra (substantia nigra) (49,122).
Hurtado i suradnici definirali su shemu Sirenja patoloskih promjena tau proteina u misjem
modelu AD-a, prema kojoj najranije vidljive promjene nastaju u entorinalnoj mozdanoj kori sa
sporadi¢nim promjenama unutar 2/3 sloja neokorteksa (faza I/II), zatim dolazi do Sirenja tih
promjena u hipokampalnu formaciju i neokorteks (stupanj I11/1V), te na kraju u strijatum,

talamus i1 infragranularne slojeve neokorteksa (stadij V/VI) (123).

1.9. Aferentne i eferentne veze entorinalne mozZdane kore
Stakora

Entorinalni korteks ¢ini sustav asocijacijativnih i komisurnih veza. Projekcije koje potjecu iz
lateralnog entorinalnog korteksa povecanjem svoje udaljenosti od ishodiSta smanjuju svoju
gustocu, dok one iz medijalnog entorinalnog korteksa povecavaju svoju gustocu. Stoga su U
Stakora asocijativna vlakna koja potjecu iz medijalnog entorinalnog korteksa izrazenija od onih
iz lateralnog entorinalnog korteksa (124). Za razliku od ¢ovjeka, gdje vecina (oko 90%) vlakana
u CALl polje hipokampusa dolazi iz LEC-a, u miSa i Stakora vec¢ina projekcija entorinalne
mozdane kore u CA1 polje i dolazi iz MEC-a alvearnim putem, a alvearni je put u glodavaca
(za razliku od ¢ovjeka) i glavni put kojim ukriZena vlakna iz LEC-a suprotne hemisfere stizu u

hipokampus suprotne hemisfere (125).

Entorinalni korteks stakora projicira se u sva polja hipokampusa (126-129). Vlakna
perforantnog puta potjeu uglavnom od neurona smjestenih u slojevima Il i 11l lateralnog
entorinalnog korteksa, dok manji dio projekcija potjece iz dubljih slojeva. Na sli¢an nacin se
medijalni dio entorinalne mozdane kore projicira alvearnim putem u hipokampus, iako mjesto
i naCin zavrSetka na hipokampalnim neuronima nisu isti. lako se smatralo da su zvjezdolike
stanice u sloju Il i piramidne stanice u sloju Il izvorne stanice za perforantni put, pokazano je
da mnoge druge vrste stanica, ukljucujuc¢i barem nekoliko vrsta inhibicijskih neurona (130)
takoder projiciraju u polja Amonova roga hipokampusa (131-133). Takoder, iz entorinalnog
korteksa odlaze projekcije prema hipokampusu suprotne hemisfere ¢ije su ishodiste isklju¢ivo
stanice I11. sloja entorinalnog korteksa (127). Najveéa komponenta te projekcije usmjerena je
prema nazubljenoj vijugi, ali polja CA3, CA1l i subikul takoder primaju kontralateralne
projekcije (134-138).
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1.9.1.  Nazubljena vijuga (dentate gyrus, DG)

Ipsilateralna projekcija na gyrus dentatus (DG) proizlazi uglavnom iz zvjezdolikih, piramidnih
i multipolarnih stanica sloja Il entorinalnog korteksa (127,139,140). Manji dio projekcija
perforantnog puta dolazi iz piramidnih i bipolarnih stanica dubokih slojeva entorinalnog
korteksa (141-143). Vlakna koja potjeCu iz povrsinskih slojeva lateralnog entorinalnog
korteksa zavrsavaju u vanjskoj tre¢ini molekularnog sloja DG, a vlakna iz medijalnog

entorinalnog korteksa zavr$avaju u srednjoj tre¢ini molekularnog sloja (135,144-146).

Metodom retrogradnog pracenja peroksidazom iz hrena pokazana je longitudinalna
topografija projekcija entorinalnog korteksa na DG. Stanice koje se nalaze dorzolateralno u
lateralnom 1 medijalnom entorinalnom korteksu projiciraju na septalno podrucje DG-a, a
stanice koje se nalaze ventromedijalno projiciraju na temporalne razine DG-a (Slika 5)
(124,129,146-148).

1.9.2.  Ammonov rog (Cornu Ammonis, CA)

Amonov rog (Cornu Ammonis) dio je hipokampusa c¢ija grada je podijeljena u 3
citoarhitektonska polja CA3, CA2 i CAl (149). Perforantni put zavrSava u svim poljima CA
(127,135,141,146,147,150)

Perforantni put od entorinalnog korteksa do CA3 polja pokazuje sli¢énu organizaciju kao
projekcije od entorinalnog korteksa do DG. Ekscitacijska (glutamatna) projekcija potjece iz II.
sloja entorinalnog korteksa (127,151), a istraZivanje unutarstani¢nim oznacavanjem (152)
pokazalo je da kolaterale istog sloja stanica dosezu i DG i podrucje CA3. Stanice lateralnog
entorinalnog korteksa projiciraju na povrsinski dio molekularnog sloja, a stanice medijalnog
entorinalnog korteksa projiciraju u duboki dio molekularnog sloja (Slika 5) (153,154). lako ne
postoje podatci za $takora, elektrofiziologijom in vitro na tkivu misjeg modela (155) pokazano
je postojanje ekscitatornih projekcija 1. sloja entorinalnog korteksa prema CA2 polju koje tvore

disinapti¢ki kortiko-hipokampalni krug.

Organizacija projekcije iz entorinalnog korteksa prema CA1 polju i subikulu znacajno se
razlikuje od projekcije prema DG i polju CA3, buduci da entorinalne projekcije prema CAl
polju potjecu iz sloja III, a ne iz sloja IT (127,142). U CA1 polju, medijalne i lateralne
komponente perforantnog puta zavrSavaju u stratum lacunosum moleculare. Vlakna iz
medijalnog entorinalnog korteksa zavrSavaju uglavnom u proksimalnom dijelu CA1 polja, dok

vlakna iz lateralnog entorinalnog korteksa zavrSavaju u distalnom dijelu CA1l polja
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(126,153,156). Dio entorinalnog korteksa koji je najblizi rinalnoj brazdi (sulcus rhinalis)
povezuje se sa septalnim dijelom CA1 polja, dok se udaljeni dio povezuje s temporalnim
dijelom CAL1 polja (Slika 5) (156).

1.9.3.  Subikul, presubikul i parasubikul

Projekcija od entorinalnog korteksa do subikula potjece uglavnom iz sloja III, iako aksoni
stanica sloja Il, V i VI, koji prelaze subikul na svom putu do DG i polja CA3, takoder daju
kolaterale koji zavrsavaju u subikulu (142,152,157,158). Vlakna perforantnog puta usmjerena

su prema vanjskom dijelu molekularnog sloja subikula (135,145).

Kao 1 kod CA1 projekcije, ovisno o polozaju ishodi$nih stanica u entorinalnom korteksu, vlakna
su usmjerena prema odredenom dijelu subikula (Slika 5). Lateralni perforantni put projicira
prema proksimalnom dijelu subikula, a medijalni perforantni put na distalnije dijelove subikula
(128,148,159).

Entorinalni korteks slabo inervira parahipokampalna podrucja presubikul i parasubikul, te
vecina tih vlakana proizlazi iz dorzolateralnog pojasa medijalnog i lateralnog entorinalnog
korteksa (129). Vlakna iz stanica lateralnog i medijalnog entorinalnog korteksa zavrSavaju
pretezno u sloju I presubikula i parasubikula (136-138,150). Nije uo¢ena kontralateralna

projekcija od entorinalnog korteksa do presubikula i parasubikula (160).
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Slika 5. Shematski prikaz laminarne i topografske organizacije perforantne projekcije na
nazubljenu vijugu, hipokampus i subikul. Gornja slika prikazuje povrSinu entorinalnog
korteksa Stakora podijeljenu na medijalno (MEC; svijetlo zelena) i lateralno (LEC;
tamnozelena) podruc¢je. Dorzolateralni (dl) dijelovi entorinalnog korteksa projiciraju na
septalne razine hipokampalne formacije, dok ventromedijalni (vm) dijelovi projiciraju na
temporalne razine hipokampalne formacije. LEC se projicira na vanjsku tre¢inu molekularnog
sloja DG i stratum lacunosum moleculare CA3 sloja, dok se MEC projicira na srednju tre¢inu
tih slojeva. Nasuprot tome, u CA1 i subikulu se LEC i MEC razli¢ito projiciraju uzduz njihove
poprecne osi. LEC se projicira na granicu CA1 i subikula, dok MEC zavrsava proksimalnije u

CAL1 polju, a u subikulu vise distalno. Preuzeto iz (160).
1.9.4.  Peririnalni korteks i postrinalni korteks

Entorinalni korteks $alje svoje projekcije prema svim slojevima peririnalnog korteksa (161),

uglavnom iz sloja Il i V LEC-a, dok slabija projekcija potjece iz sloja V MEC-a (162).

18



Svi dijelovi entorinalnog korteksa projiciraju na postrinalni korteks, iako je ta projekcija slabija
u usporedbi s projekcijom iz entorinalnog u peririnalni korteks (129). Najjaca projekcija potjece

iz dorzolateralnih i intermedijarnih domena, a zavrSava u sloju VI postrinalnog korteksa (162).
1.9.5.  Povezanost s neokorteksom

Entorinalni korteks projicira se u razli¢ite dijelove neokorteksa, no te veze su prili¢no slabe
(163,164). LEC se jace projicira u piriformni, frontalni, inzularni, temporalni, cingularni i
somatosenzoricki korteks u usporedbi s MEC-om. Nije pronadena razlika u ja¢ini projekcije na
okcipitalni korteks (165).

Povrsinski slojevi piriformnog korteksa primaju znatne projekcije iz lateralnog 1 medijalnog
entorinalnog korteksa, a najjaca veza potjece iz dorzolateralnog i ventromedijalnog LEC-a i
ventromedijalnog MEC-a (129,165). Projekcije na njusna polja pretezno proizlaze iz slojeva 11
i V sredisnjih dijelova LEC-a i MEC-a (164).

Lateralni entorinalni korteks, a posebno dorzolateralni entorinalni korteks, projicira umjereno
snazno na frontalni korteks. Eferentne veze MEC-a su oskudnije, ali jo$ uvijek postoji znatna
inervacija frontalnih regija iz cijelog medijalnog entorinalnog korteksa (129,165,166). Lateralni
entorinalni korteks se umjereno projicira na prelimbicki i infralimbicki korteks, dok MEC ima
slabiju povezanost s tim podrucjima (165-167). Slojevi entorinalnog korteksa 111-V Salju
projekcije na infralimbicki korteks, a samo piramidne stanice sloja V inerviraju prelimbicki
korteks (168). Zavrsetci vlakana MEC-a i LEC-a detektirani su u slojevima I i VI primarnog
motori¢kog podru¢ja mozdane kore, kao i slojevima I-III orbitalnog, prelimbi¢kog i
infralimbi¢kog podrucja (129,165,169).

Stanice slojeva Il, 11 i V MEC-a i LEC-a Salju umjerene projekcije prema svim slojevima
inzularnog korteksa, a najvise U straznji agranularni inzularni korteks. Najévrsca veza proizlazi
iz dorzolateralnog dijela LEC-a i ventromedijalnih dijelova LEC-a i MEC-a (129,165).
Povezanost entorinalnog i sljepoo¢nog korteksa je slaba i uglavnom potjece iz dorzolateralnih
dijelova LEC-a i MEC-a (129,165)

Projekcija od entorinalnog korteksa do cingularne regije takoder je slaba. LEC se uglavnom
projicira na prednji dio cinguluma, dok se MEC jace projicira u retrosplenijalni korteks
(129,165,167). 1z MEC-a projekcije uglavnom potjecu iz piramidnih neurona sloja V koji se

nalaze u kaudalnom dijelu (170).
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Projekcije u parijetalni korteks su slabe i uglavnom potjecu iz dorzolateralnih dijelova LEC-a i
MEC-a. Glavni dio projekcije iz entorinalnog korteksa uglavnom zavrSava u primarnom
somatosenzorickom korteksu. MEC se slabo projicira na posteriorni parijetalni korteks
(129,165).

Postoji vrlo slaba veza izmedu entorinalnog korteksa i okcipitalnih podruéja (slojevi I-11 i V1),

s najjacom projekcijom u lateralno vidno podrucje (129,165).
1.9.6.  Povezanost sa subkortikalnim podrucjem

Iz dorzolateralnih i srednjih lamela LEC-a i ventromedijalnih lamela MEC-a izlazi snazna
projekcija prema endopiriformnoj jezgri (129,171). Entorinalni korteks takoder Se projicira u

medijalne dijelove njusne kvrzice (tuberculum olfactorium) (172).

Entorinalni korteks projicira se u lateralni septum, medijalnu septalnu jezgru (nucleus septalis
medialis) i vertikalnu granu dijagonalnog Brocina tracka (stria diagonalis) (129,173,174). To
su aksoni uglavnom iz stanica u sloju Va LEC-a i MEC-a, iako u medijalnom dijelu lateralnog
1 medijalnog entorinalnog korteksa mnoge stanice sloja Il takoder doprinose tim projekcijama
(174). Postoji slaba projekcija od ventromedijalnog dijela MEC-a i dorzolateralnog i srednjeg
dijela LEC-a do klaustruma (129).

Entorinalni korteks Salje projekcije prema amigdaloidnom kompleksu jezgara, napose bazalnoj
jezgri, a nesto slabije u medijalni dio lateralne jezgre i straznje kortikalne jezgre. Vlakna
pretezno potjecu iz stanica u slojevima V LEC-a, iako stanice u povrSinskim slojevima takoder
doprinose navedenim projekcijama (129,175-178). Smatra se da se neuroni MEC-a ne
projiciraju u amigdala (179), iako je istrazivanje Kerra i suradnika pokazalo slabu projekciju iz

ventromedijalnog dijela (129).

Entorinalni korteks se obostrano projicira u bazalne ganglije, posebno u ventralni dio, tj. u
nucleus accumbens i susjedne dijelove njusne kvrzice (129,166,180,181). Dorzolateralni i
sredi$nji dijelovi LEC-a i ventromedijalni dijelovi MEC-a daju projekcije u repatu jezgru
(nucleus caudatus) i putamen (129), kao i u nucleus accumbens (129,166,180), dok neuroni u
bazalnom dijelu ¢eonog reznja (substantia innominata) primaju vecinu aferentnih vlakana iz
LEC-a (129).

Medijalni dijelovi LEC-a i MEC-a projiciraju na kaudomedijalni dio nucleus accumbens, a LEC

se jos projicira i na lateralne dijelove nucleus accumbens (181).
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Pokazano je da postoji slaba projekcija LEC-a i MEC-a u lateralnu skupinu jezgara dorzalnog
talamusa (129,182), te na anterodorzalnu i anteroventralnu jezgru talamusa, dok se u
anteromedijalnu jezgru projicira samo MEC (182). Nisu opisane entorinalne projekcije u

ventralni dio talamusa i nucleus reuniens (183).

Postoje vrlo slabe projekcije LEC-a i MEC-a prema hipotalamusu (129). Mamilarna tijela
hipotalamusa primaju projekciju iz neurona slojeva Il i 11l MEC-a (182).

1.10. Hipoteza Sirenja patoloskih oblika tau proteina

Nakupljanje unutarstani¢nih agregata tau proteina i neurofibrilarnih lezija pozitivno korelira sa
stupnjem kognitivnog deficita u osoba s AD-om (102,184,185) i smatra se glavnim
mehanizmom patogeneze AD-a (186). Sli¢no nakupljanje patoloski modificiranog tau proteina
uoceno je i u drugim neurodegenerativnim tauopatijama; u bolesti argirofilnih tjelesaca (187),
progresivnoj supranuklearnoj paralizi (188) i frontotemporalnoj demenciji (189). Sli¢nosti
izmedu tih tauopatija i Sirenje duz neuronskih veza dovode do pretpostavke da proteinopatije
mozga imaju sli¢ne stani¢ne 1 molekularne mehanizme Sirenja patoloskog proteina. Druge
dobro okarakterizirane cerebralne proteinopatije koje se Sire neuronskim mrezama su prionske
bolesti. Stoga se smatra da su po svome ,,ponasanju‘ svi proteini navedenih tauopatija sli¢ni

,ponaSanju‘ priona (190-194).

Prionske bolesti su rijetke neurodegenerativne bolesti koje karakterizira nakupljanje pogresno
smotanih prionskih proteina. Prusiner i suradnici razvili su 1982. godine hipotezu koja
pretpostavlja da prioni djeluju kao ,infektivne Cestice“ odgovorne za Sirenje patoloSkih
promjena (195). Hipoteza je ubrzo potvrdena, te iako se izraz ,,infektivan“ smatra
kontroverznim (196), pokazano je da abnormalni prionski proteini mogu potaknuti
konformacijsku promjenu prethodno normalnog prionskog proteina u patoloski oblik.
Kontroverzan je zbog toga jer to mogu ¢initi samo u prisutnosti nekih virusa koji proizvode
protein/proteine neophodan/neophodne za promjenu konformacije normalnog prionskog
proteina u patoloski; npr. jedan od takvih virusa je virus influence tip A (197). Patoloski oblici
tvore topljive oligomere i naposljetku amiloidna vlakna. Mehanizam stvaranja vlakana
novacenjem monomera pomocu inicijalnog oligomera naziva se sijanje (seeding) (Slika 6)
(198). Zanimljivo je da postoje razliciti sojevi priona sa razli¢itim konformacijama fibrila (199).
Patoloski prioni se mogu prenijeti od stanice do stanice, Sire¢i tako patologiju u razlicite

dijelove mozga. Vise novijih istrazivanja pokazalo je da postoje i drugi proteini, kao amiloid-
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B, sinuklein-a. (200-205) i tau koji dijele slicna svojstva kao prioni. Sli¢no kao i kod priona,
postoje razli¢iti sojevi sa razli¢itim funkcionalnim i fizikalno-kemijskim svojstvima (206,207).
Shodno tome, Sirenje patoloskih promjena tau proteina transsinaptickim prijenosom, ekto- ili
egzosomima, ili pak mikroglijom iz jednog dijela mozga u drugi dovodi i do pogorSavanja
klinicke slike (208,209). Za istrazivanje Sirenja tau proteina De Calignon i suradnici (208), te
Liu i suradnici (209) koristili su model u kojem je ekspresija tau proteina covjeka ogranicena
samo na entorinalni korteks. U takvom modelu uoéili su Sirenje patoloski modificiranog tau
proteina u podru¢ja mozga anatomski povezana s entorinalnim korteksom. Sli¢ne rezultate
potvrdile su i druge istrazivacke grupe koje su uocile nastanak patoloskih promjena tau proteina
u podru¢jima koja su povezana s mjestom injiciranog tau proteina ili mjestom ekspresije
virusnog vektora tau proteina (210-213). Navedena istraZzivanja pretpostavljaju da se prijenos
tau proteina dogada na ve¢im udaljenostima uzduz eferentnih i aferentnih projekcija, a ne kao

rezultat neposrednog Sirenja oko mjesta inokulacije tau proteina (208-210,214).

Monomer Pogresno Oligomer Fibril
namatanje

i | e 0000

sijanje

/" /"

Slika 6. Sijanje tau proteina. Tau monomeri su prirodno topljive, nenamotane i fleksibilne

molekule (narancasta boja). U patofizioloskom procesu moze do¢i do blagog smatanja (crna
boja). U tauopatijama, pogresno Smatanje moze uzrokovati nakupljanje vis§e monomera u
nestabilne multimerne oblike ili oligomere. Dodavanjem monomera mehanizmom sijanja,
pogresno namotani tau proteini prenose svoja svojstva i uzrokuju namatanje veceg broja
monomera novace¢i ih u strukturno stabilniji fibril. Crnom bojom oznadena je srz fibrila.

Preuzeto i prilagodeno prema (215).
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1.11. Model sirenja pogresno smotanih tau proteina

Sve je vise in vitro i in vivo dokaza koji ukazuju da Sirenje tau proteina ukljucuje vise koraka:
otpustanje tau proteina 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 patoloSki i transport pogreSno smotanog proteina putem
definiranih neuroanatomskih putova (192,216) (Slika 7).
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Slika 7. Model Sirenja pogresno smotanih tau proteina. U fizioloskim se uvjetima tau
proteini (narandasto) nalaze poglavito u aksonima. Sirenje patoloskih oblika tau proteina
zapodinje ranim dogadajem pogre$nog smatanja. Sirenje se dogada najprije unutar neurona te
se veliki broj tau proteina nakuplja u somi i dendritu, te na sinaptickim zavrSetcima neurona.
Pogres$no smotani tau proteini se zatim prenose kroz sinapse od jednog neurona do drugoga u
kojem novace njegove endogene tau monomere i prenose svojstva pogresnog smatanja. Tim se

mehanizmom sijanja Sire patoloske promjene tau proteina. Preuzeto i prilagodeno prema (215).
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1.11.1. Mehanizmi medustani¢nog prijenosa tau proteina

PredlozZeno je vise moguéih puteva medustani¢nog prijenosa tau proteina (Slika 8). Prijenos
unutarstani¢nog tau proteina izmedu stanica moguc¢ je otpustanjem u izvanstani¢ni prostor ili

izravnim kontaktom izmedu stanica.

U otpustanje tau proteina uklju¢ena su dva tipa izvanstani¢nih vezikula: mikrovezikule i
egzosomi. Mikrovezikule nastaju izravno 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 $to se javljaju u membrani tog endosoma dovode do
stvaranja multivezikularnog tijela (multivesicular body, MVB) koje se jo$ naziva kasni
endosom. Kada se multivezikularno tijelo spoji s plazmatskom membranom, oslobadaju se
intraluminalne vezikule — egzosomi (217,218). Pokazano je da egzosomi nose prione (219), Ap
peptid (220), sinuklein (221,222) i tau proteine (223). Medutim, pojedina istrazivanja pokazala
su da se izvanstanini proteini tau uglavnom nalaze slobodni u mediju i1 nisu povezani s

vezikulama (224,225).

In vitro je pokazano da postoje mehanizmi kojima tau protein dodan u izvanstani¢ni medij
ulazi u somu sekundarnih stanica (226-230). Tau monomeri i oligomeri takoder ucinkovito
ulaze u neurone diferencirane iz inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (231) i u astrocite u
kulturi (232,233). Piacentini i suradnici uocili su da unos oligomernog tau proteina unutar
astrocita ima Stetan ucinak na sinapticku aktivnost neurona, a Martini-Stoica i suradnici uo¢ili
su da povecan unos u astrocite moze i zna¢ajno smanjiti Sirenje tau proteina u izvanstani¢cnom

prostoru (232,233). Mehanizam unosa tau proteina takoder je opaZen in vivo (230,234).

Nekoliko istrazivanja pokazalo je da se unos tau proteina dogada endocitozom posredovanom
klatrinom ili endocitozom neovisnom o klatrinu (235-238). Unos slobodnih tau agregata moze
biti posredovan i heparan sulfat proteoglikanima (237,239), iako je vjerojatno da su u to
ukljuceni 1 drugi receptori. Mehanizam unosa endocitozom moze aktivno sudjelovati u
patoloskom Sirenju tau proteina, $to je pokazano s tri nezavisne studije u kojima su tau agregati
izazvali puknué¢e endomembrane (235,236,240) i ulazak u citoplazmu. Calafate i suradnici
pokazali su da BIN1, genski ¢imbenik rizika za kasnu AD, negativno regulira navedeni
endocitozni put, te da gubitak funkcije BIN1 rezultira poticanjem $irenja patoloskih promjena

tau proteina povecanjem internalizacije agregata endocitozom (235). Kada je endosomalna
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membrana puknuta, putevi autofagije se aktiviraju preko galektin-8 i NDP52 receptora (236).
Autofagija izazvana stani¢nim odgovorom na stres, ali isto tako i farmakoloski inhibirana
autofagija potenciraju agregaciju tau proteina Sto ukazuje na vaznost autofagije u Sirenju
patoloskih promjena tau proteina (236,241). Michel i suradnici sugeriraju da se tau agregacija
iz monomera moze dogoditi ve¢ i unutar samih endocitoznih vezikula, §to takoder moze
pogodovati Sirenju patoloskih promjena tau proteina (238). Osim sekretornog puta, uoceno je
da u Sirenju tau proteina sudjeluju nanocjevc¢ice (tunneling nanotubes, TNT) (242,243).
Nanocjev¢ice su filamentozne membranske strukture koje tvore kratkotrajne mostove izmedu
stanica, te je uoceno da prenose prionske proteine i viruse (244,245). Tardivel i suradnici uo¢ili

su da izvanstani¢ni tau protein moze potaknuti stvaranje nanocjevcica (243).

Stanica donor Translokacija
preko membrane

I1zlazak iz
endosoma
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Slika 8. Mehanizmi medustani¢nog prijenosa tau proteina. Predlozeni su razli¢iti putevi
prijenosa tau proteina s neurona na neuron. Tau se izluuje u izvanstani¢ni prostor
translokacijom kroz plazmatsku membranu, mikrovezikulama, egzosomima koji nastaju
fuzijom multivezikularnih tijela s plazmatskom membranom, egzocitozom ili nanocjev¢icama.
Unos tau proteina uglavnom se dogada kroz endocitozu (posredovanu klatrinom ili neovisnu o
klatrinu) 1 reguliran je heparan sulfat proteoglikanima (HSPG). Tau agregati mogu pobjeci iz

endosoma i do¢i do citoplazme. Preuzeto i prilagodeno prema (246).
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1.11.2. Oblici tau proteina koji poti¢u Sirenje tau patoloskih promjena

Sirenje patoloskih promjena tau proteina istrazeno je u mnogim in vitro (192,247,248) i in vivo
modelima (249), no nije razjasnjeno koji oblici tau proteina poticu konformacijsku promjenu
endogenog proteina u patoloski i uzrokuje Sirenje tau patoloskih promjena. Medu tauopatijama
identificirani su razli¢iti obrasci tau fosforilacije, izoforme, oblici, agregati (250) i tau sojevi

koji mogu uzrokovati Sirenje tau patoloskih promjena (251).

Mirbaha i suradnici identificirali su stabilan oblik tau monomera koji moze djelovati kao klica
(252), ali vecina istrazivanja pokazala je da topljivi oblici tau oligomera poticu Sirenje tau

patoloskih promjena (253-256).

Vazno je naglasiti da nacin pripreme 1 definicija tau oligomera znacajno varira medu razli¢itim
istrazivackim grupama (257). Rakezova istrazivacka grupa dodala je APi-42 u pripremljene tau
oligomere (258) kako bi se mehanizmom nukleacije potakla agregacija monomernog tau
proteina i stvorili neurotoksicni tau oligomeri koji dodavanjem u kulturu neuroblastomskih SH-

SY5Y stanica poticu stani¢nu smrt (258,259).

1.12. Dosadasnji zivotinjski modeli koristeni u istrazivanju
Sirenja tau proteina

Istrazivanja koja su dosad izvrSena na transgeni¢nim miSevima Koristila su se razli¢itim
pristupima, pri ¢emu su injicirani agregati tau proteina dobiveni iz mozdanog tkiva Zivotinjskih
modela (249), mozdanog tkiva osobe s AD-om (260) ili moZzdanog tkiva osoba s drugim
tauopatijama (251). Clavaguera i suradnici pokazali su da je za poticanje Sirenja patoloski
promijenjenog tau proteina izmedu anatomski povezanih podru¢ja mozga dovoljno inokuliranje
tau agregata iz miseva s povecanom ekspresijom mutiranog tau proteina (P301S) u miSeve s

povecanom ekspresijom tau proteina ¢ovjeka (249).

Ista je skupina pokazala da injiciranjem homogenata mozdanog tkiva iz razli¢itih tauopatija
Covjeka u mozak glodavaca nastaju neuropatoloske promjene sliéne promjenama u ljudi (251).
Takoder, pokazali su nastanak patoloskih tau promjena u mozgu transgeni¢nog misa nakon

intraperitonealne primjene tau agregata iz istih transgeni¢nih miseva starih 6 mjeseci (261).

Mnoga kasnija istrazivanja pokazala su da injiciranje tau agregata sintetiziranih in vitro ili tau
agregata dobivenih iz mozdanog tkiva mogu potaknuti Sirenje tau patoloskih promjena u
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transgeni¢nim miSevima (210,212-214,262-266), ¢ak i oni koji se daju peroralno, gdje je za
isti u¢inak potrebno dulje vremensko razdoblje (257). Neka od tih istrazivanja utvrdila su da je
u agregatima prisutan i normalni tau protein misa, $to sugerira da injicirani agregati mogu
novaciti endogene tau proteine Kkoji se preoblikuju u patolosku konformaciju
(208,214,267,268). Tome u prilog ide i opazanje da se patoloske promjene tau proteina mogu
izazvati u divljem tipu zivotinja koje inace ne pokazuju takve promjene (267,268) i ¢injenici da
je endogeni misji tau ugraden u NFT-ove S$to nastaju u transgeni¢nim misevima koji
eksprimiraju P301L mutirani tau protein covjeka (269). Dakle, u navedenim se istrazivanjima
koristio misji model s povecanom ekspresijom mutiranog tau proteina covjeka u koji se
inokulirao oblik tau proteina koji djeluje kao klica. Da bi se potaknuo razvoj bolesti,
inokuliranom proteinu tau dodatno je potrebna i poveéana ekspresija endogenog misjeg tau

gena, bilo divljeg ili mutiranog tipa (251,270).

U vecini tauopatija divlji tip tau proteina agregira u filamente (250), medutim vecina dostupnih
modela su transgeni¢ne zivotinje koje eksprimiraju mutirani tau protein ¢ovjeka, pa stoga ne
predstavljaju dobar model neurofibrilarne degeneracije (271). Naime, u tim modelima se mogu
vidjeti neke rane neurofibrilarne promjene, ali bez razvoja pravih NFT-ova i nastanka
kognitivnog deficita (272-276). Navedena istrazivanja dokazuju moguénost poticanja tau
patoloskih promjena u transgeni¢nim misjim modelima (214,249), no ovi modeli pretezno
eksprimiraju tau protein s mutacijom P301S ili P301L (213). Ova mutacija uocena je isklju¢ivo
kod frontotemporalne demencije s parkinsonizmom zbog mutacije MAPT gena na kromosomu
17 (FTDP-17), odnosno tauopatije u kojoj se u neuronima inducira neurofibrilarna degeneracija
u samo nekoliko tjedana (277). Kod vecine drugih tauopatija neurofibrilarna degeneracija vrlo

je spor proces (278), sto ukazuje na zna¢ajnu razliku u temeljnim mehanizmima agregacije.

Transgeni¢ni modeli pogodni su za istrazivanja patogenih mehanizama bolesti, ali unatoc¢
koristenju neuronskih promotora, ekspresija transgena potaknuta takvim promotorom jo$ uvijek
se moze detektirati u cijelom mozgu i veéina transgeni¢nih Zivotinja ne uspijeva modelirati
tipiéne korake napredovanja bolesti od ranih neurofibrilarnih snopi¢a koji nastaju na jednom ili
nekolicini mjesta s kojih se Sire i ,,sazrijevaju” sve do stadija izvanstani¢nih NFT-ova (ghost
tangles) (279). Stoga postoji jasna potreba za razvojem novih modela sporadi¢ne tauopatije u
netransgeni¢nih Zivotinja koji bi bolje oponasali AD u ljudi i omoguéili lakSe proucavanje

specifi¢nih mehanizama bolesti koji su ukljuéeni u nastanak patoloskih promjena u ljudi.

Upotreba stakora kao modela za istrazivanje tauopatije ima mnoge prednosti u odnosu na druge

koristene vrste. Ponajprije, stakor je fizioloski, genetski i morfoloski blizi ljudima od misa.
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Drugo, sli¢no kao u ljudi, Stakor takoder izrazava svih Sest izoformi tau proteina, iako je omjer
4R/3R tau izoformi 9:1 u Stakora a u ljudi 1:1 (84). Struktura $takorskog proteina APOE izrazito
je slicna APOE-u ¢ovjeka (280,281), sto moze biti vazno buducéi da povecana ekspresija APOE-
a Covjeka, napose onaj njegov oblik koji nastaje iz APOE €4 alela, pogorSava tauom
posredovanu neurodegeneraciju u transgeni¢nih miseva koji eksprimiraju P301S MAPT
Covjeka (282). Trece, prednost koristenja Stakora umjesto miseva je slozeniji sredis$nji Ziv€ani
sustav s duljim postnatalnim razvojem mozga. To dovodi do sveukupno veéeg broja sinapsi i
slozenije organizacije mozga koja je temelj za poznate razlike u ponasanju (283). Cetvrto,
Stakori imaju vece kognitivne sposobnosti od miseva i1 pokazuju sloZenije ponasanje, imaju
finiju i to¢niju motori¢ku koordinaciju te pokazuju sloZenije drustveno ponasanje (283,284).
Peto, ve¢i mozak Stakora olakSava mikrodijalizu, viSestruko uzimanje uzoraka cerebrospinalne
tekucine i neurokirurSke zahvate (285). Sveukupno, Stakor kao model za AD omogucuje
detaljniju analizu ponaSanja i time omogucuje to¢niju procjenu utjecaja tau patoloskih promjena

na kogniciju.
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2. HIPOTEZA

U tijeku promatranog razdoblja od jedanaest mjeseci inokulacija tau oligomera u medijalni dio
entorinalne mozdane kore Wistar Stakora uzrokovat e transsinapticko Sirenje i patoloSku
agregaciju tau proteina s mjesta injiciranja u projekcijska podrucja entorinalne mozdane kore,
napose hipokampus, sto ¢e dovesti do promjena u ponasanju i kognitivnih deficita koji ¢e

odgovarati tezini (stupnju) 1 raspodjeli (raSirenosti) nastalih promjena.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opci cilj

Cilj je ovog istrazivanja pokusaj modeliranja odabranih aspekata tauopatije kod AD-a, napose
transsinaptickog Sirenja, putem primjene predmnijevanog patogenog oblika (oligomera) tau

proteina u medijalni dio entorinalne mozdane kore Wistar Stakora.

3.2. Specificni ciljevi

1. Odrediti koji oblik tau proteina izaziva Sirenje i najveci opseg patoloskih promjena u
razli¢itim vremenskim to¢kama nakon intracerebralne inokulacije oligomera, odnosno
sintetskih fibrila tau proteina.

2. Odrediti koji oblik tau proteina djeluje neurotoksi¢no tako §to ¢e se istraziti nastale
strukturne promjene (gubitak neurona, nakupljanje tau proteina, nastajanje NFT-ova) u
razli¢itim vremenskim to¢kama nakon inokulacije tau proteina.

3. Ispitati promjene u kognitivnim sposobnostima u ovisnosti o injiciranom obliku tau proteina
i vremenu proteklom nakon inokulacije.

4. Ispitati u¢inak davanja oligomera i sintetskih fibrila tau proteina na razine ukupnog i
fosforiliranog tau proteina u homogenatima mozdanog tkiva i likvora eksperimentalnih

Zivotinja.

30



4. MATERIJALI | METODE

4.1. Pokusne zZivotinje

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

Sveucilista 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 za$titi 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) Vodi¢em za drZanje i KoriStenje
laboratorijskih zivotinja (268). Postupci su odobreni od Ministarstva Poljoprivrede Republike
Hrvatske i fakultetskog Eti¢kog povjerenstva za rad na zivotinjama — klasa: UP/I-322-01/15-
01/61, broj: 525-10/0255-15-9. Obuc¢ena sam za rad s pokusnim zivotinjama FELASA te¢ajem
(Federation for Laboratory Animal Science Associations), A i B kategorija, broj odobrenja
F060/17.

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 obogacen kutnim kucicama za
Stakore, tunelima za igru za bolje i1 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 tau proteina koristenih u eksperimentu

Sintetski fragment tau proteina koji sadrzi 4 ponavljaju¢e domene za vezanje s mikrotubulima
(4R) (2N4R; molekularne mase 45,9 kDa) sintetiziran je prema protokolu opisanom u referenci
broj (286) i darovan od prof. Kayeda (Galveston, TX, SAD). Tau oligomeri darovani su od prof.
Kayeda (Galveston, TX, SAD), a pripremljeni tako da se 0,6 mg rekombinantnog tau proteina
inkubiralo s 200 uLL 8 M uree kako bi nastao monomerni tau protein koji se dijalizirao preko
no¢i s 1x PBS, pH 7,4. Za pripremu tau oligomera u 300 pL mati¢ne otopine tau proteina (1
mg/ml) dodavalo se 700 uL 1X PBS, finalne koncentracije 0,3 mg/ml. Oligomeri AB1-42 (7 uL,
0,3 mg/ml; prof. Kayed, Galveston, TX, SAD) dodavali su se u pripremljene tau oligomere i
mijesali 1 minutu kako bi se mehanizmom nukleacije potakla agregacija monomernog tau
proteina i stvaranje neurotoksi¢nih tau oligomera (B-konformacije). Otopina se mijesala na
orbitalnoj mijesalici na sobnoj temperaturi 1 sat. Dobiveni tau oligomeri Koristili su se kao klica
za sljedeci ciklus sinteze tau oligomera, a postupak je ponovljen 3 puta kako bi se eliminirali
ostatci AP1-s2 (287). Uspjesan nastanak tau oligomera provjeravao se prema standardiziranim i
opisanim protokolima (286). Za dobivanje tau fibrila, tau oligomeri mijesali su 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 statisti¢cku
snagu od p < 0,05 jednosmjernom analizom varijance (ANOVA s post hoc Tukeyevim testom),
bilo je potrebno uzeti 10 Zivotinja po skupini za svaku vremensku tocku (4 mjeseca, 8 mjeseci
i 11 mjeseci) i 6 zivotinja po skupini za vremensku to¢ku 3 dana. Broj Zivotinja po skupini
odreden je analizom snage pomocu G*Power statistickog programa za odredivanje veli¢ine
uzorka  (https://download.cnet.com/G-Power/3000-2054 4-10647044.html) i temeljem
pregleda literature u podruc¢ju. Eticku krajnju to¢ku, na koju upucéuju poteskoce sa zdravljem,

nelagoda ili stres, nije dostigla niti jedna zivotinja te su sve, njih 108, ukljucene u analizu.

Vremenske tocke u kojima je vrSena analiza ponaSanja Zivotinja, kao 1 histokemijska i
imunohistokemijska analiza izvrSene su 3 dana, 4 mjeseca, 8 mjeseci i 11 mjeseci nakon
stereotaksijske inokulacije tau oligomera ili tau fibrila. Tako je inicijalno odredeno da ce

vremenske tocke za analizu biti 3 dana, 3 mjeseca, 6 mjeseci 1 9 mjeseci, vrijeme pracenja
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zivotinja je zbog objektivnih razloga (COVID-19, potres) promijenjeno na 3 dana, 4 mjeseca,
8 mjeseci i 11 mjeseci, §to je bolje od predvidenog zbog mogucnosti praéenja utjecaja primjene

tau proteina kroz dulji vremenski period.

Za svaku vremensku to¢ku odredene su zasebne skupine pokusnih Zivotinja. Zivotinje iz prve
pokusne skupine zrtvovane su 3 dana nakon inokulacije kako bi se bolje razlikovala difuzija
tau proteina u odnosu na njihovo Sirenje putem aksona, a preostale pokusne skupine 4, 8 i 11
mjeseci nakon inokulacije kako bi se pratilo Sirenje patoloskih promjena tau proteina kroz dulji
vremenski period, odnosno da bi zivotinje dostigle pribliznu starost koja korelira starenju
covjeka (288).

Zivotinje su nasumi¢nim odabirom rasporedene u 3 skupine. Prva je bila skupina Zivotinja koja
je nulti dan jednostranom stereotaksijskom primjenom dobila tau oligomere, druga skupina je
nulti dan jednostranom stereotaksijskom primjenom dobila tau fibrile, a tre¢a skupina Zivotinja

je nulti dan jednostranom stereotaksijskom primjenom dobila fiziolo§ku otopinu (Tablica 1).

Tablica 1. Broj Zivotinja (n) po skupini 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 primjena
D . n=6 n=10 n=10 n=10
fizioloSke otopine

U vremenskim to¢kama 4, 8 i 11 mjeseci nakon primjene tau oligomera, tau fibrila ili fizioloske
otopine, sve su Zivotinje prije zrtvovanja ispitane na promjene u u¢enju, pamcenju i ponasanju
koristenjem sljedecih testova: testa otvorenog polja, testa prepoznavanja novog objekta, testa

prepoznavanja nove lokacije objekta i T-labirint testa (Slika 9).
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POKUSNE SKUPINE

tau oligomeri (n=6)
tau fibrili (n=6)
fizioloska ot. (n=6)

tau oligomeri (n=10)

tau fibrili (n=10)

fizioloka ot. (n=10)
5

()

pos |
IT =
(e AT
X "‘N tau oligomeri (n=10)
tau fibrili (n=10)
fizioloska ot. (n=10)
0. dan

tau oligomeri (n=10)
tau fibrili (n=10)
fizioloka ot. (n=10)

——— 3dana

] 4 mjeseci

m

Ttest OFT/ NOR/NOL

+ Western blot analiza
(AT100, AT8, HT7, PHF1,CP13,T22)

+ Histokemija
(Nissl, Tioflavin S, Bielschowsky,
Gallyas Braak)

+ Imunohistokemija
(AT8, 4G8, MC1,HT7, T22, AT100)

| 8 mjeseci

T-test OFT/ NOR/NOL

{111 mjeseci

Ttest OFT/ NOR/NOL

Slika 9. Shematski prikaz tijeka pokusa. Sve skupine zivotinja 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,

pamcenju i ponasanju koriStenjem testova kako je oznaceno na shemi. T-Test, T-labirint test;

OFT, test otvorenog polja; NOR, test prepoznavanja novog objekta; NOL, test prepoznavanja

nove lokacije objekta.
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4.4. Metode

1) Stereotaksijski zahvat

Histoloska potvrda pravilnog injiciranja

2) Testovi za ispitivanje promjena u u¢enju, pamcenju i ponasanju

T-labirint test
Test otvorenog polja
Test prepoznavanja novog objekta

Test prepoznavanja nove lokacije objekta

3) Prikupljanje bioloskih uzoraka

4) Histoloska analiza tkiva

Bojanje metodom prema Nisslu
Bojanje Tioflavinom S
Bojanje otopinom srebrnog nitrata (Bielschowsky metodom)

Gallyas bojanje metodom po Braaku

5) Kovalitativna imunokemijska analiza proteina

Kvalitativno odredivanje Sirenja AT8 imunoreaktivnosti

Protokol imunohistokemijskog bojanja parafinskih rezova Stakorskog mozga
protutijelima AT8, HT7, MC1, 4G8, T22 i AT100

Protokol imunofluorescentnog bojanja parafinskih rezova Stakorskog

mozga protutijelima SYN i T22

6) Kvantitativna analiza proteina western blot metodom

Odredivanje koncentracije proteina

Analiza proteina iz mozdanog tkiva Stakora Western blot metodom

7) Odredivanje koncentracije proteinskih bioloskih biljega ELISA metodom

Odredivanje koncentracije ukupnog Stakorskog tau proteina ELISA
metodom
Odredivanje koncentracije APi-42 ELISA metodom

Odredivanje koncentracije fosforiliranog Stakorskog tau proteina ELISA

metodom

8) Statisti¢ka analiza
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4.4.1. Stereotaksijski zahvat

Prije svakog pokusa tj. procedure anesteziranja i inokuliranja tau proteina stereotaksijskom
injekcijom stakori su aklimatizirani kroz 2 sata, te podvrgnuti gladovanju kroz razdoblje od 12-
14 sati (289).

Dan prije operacije zivotinje su primile antibiotik Baytril (enrofloksacin, 100 mg/ml) u 1 L
sterilne vode. Prije procedure injiciranja tau oligomera, tau fibrila, 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, svaka je zivotinja prenesena u operacijsko polje te jepomocu
inhalacijske maske drzana 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 fiir
Tierdrzte, 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 zapoceo kada bi prestale davati bilo kakav odgovor.

Zivotinje su se tijekom operacije drzale na grijanoj podlozi (37°C) kako ne bi doglo do gubitka
tjelesne topline. Glava zivotinje bila je prebrisana 70% alkoholom i sterilnom fizioloskom
otopinom te obrijana Skaricama i brija¢éim aparatom, a zatim pazljivo ucvrSéena u
stereotaksijski okvir (Slika 10a). Pritom se posebna pozornost obracala na pravilno namjesStanje
poluge za usi. Na oci je primijenjen gel za o¢i Recugel (5%-tna otopina dekspantenola) kako
ne bi doslo do isusivanja oka. Mjesto reza je premazano gazom natopljenom u 70%-tni etilni
alkohol, a zatim i gazom natopljenom 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 (5 mg/kg) (290).

Zivotinjama je zatim bio 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 izmjerena i provjerena njihova
medusobna udaljenost, u tjemenoj kosti je dentalnom busilicom (busilicom s visokim brojem

okretaja) s karbidnim svrdlima promjera 0,8 mm ili 1,6 mm izbuSen otvor u polozaju

36



entorinalne mozdane kore prema koordinatama iz stereotaksijskog atlasa Paxinos i Watson,
2007 (291): bregma ML 4,8 mm, AP -6,84 mm, DV 8,5 mm (Slika 10b).

a)

Slika 10. 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 oSte¢ivanja vaznih krvnih zila i struktura
mozga, potrebno je napraviti bo¢ni prilaz strukturi naginjanjem dorzoventralne ruke
stereotaksijskog uredaja pod definiranim kutom (Slika 11a).

Budu¢i da se dorzoventralna ruka naginje pod kutom od 10°, konac¢na dorzoventralna
koordinata injiciranja je 8,63 mm i izrazava se kao DV' (Slika 11b). Kako bi se prislo ciljnoj
strukturi s boc¢ne lijeve strane (kut od 10°), bilo je potrebno prilagoditii mediolateralnu
koordinatu ML"'.

Konaéne koordinate injiciranja bile su ML' 3,30 mm, AP -6,84 mm, DV' 8,63 mm, kut 10°.
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Slika 11. Kut injiciranja na DV rucici stereotaksijskog uredaja namjeSten na 10°. (a)

DV

-+ -

ML

Dorzoventralna rucica stereotaksijskog uredaja moze se dorzoventralnim mikromanipulatorom
(srednja slika) nagnuti pod kutom 10°; (b) dijagram nagiba dorzolateralne rucice. DV,
dorzoventralna koordinata; DV', konacna dorzoventralna koordinata nakon nagiba rucice pod
odredenim kutom; a, Cosinus alpha; ML, mediolateralna koordinata. Preuzeto i prilagodeno

prema Ferryju i suradnicima, 2014 (292).

Ovisno o skupini, zivotinje su intracerebralno primile tau oligomere (4 pug u ukupnom
volumenu od 4 pl), tau fibrile (4 pg u ukupnom volumenu od 4 pl) ili fiziolosku otopinu (4 ul)
pomoc¢u mikrolitarske injekcijske igle Hamilton (Hamilton Company, Reno, NV, SAD), a
brzina injektiranja nije premasila 1 pL/min. Nakon injiciranja, igla je ostavljena u polozaju tri
minute, a potom se izvlacila brzinom od 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 kroz 4 dana. Tijekom toga razdoblja Zivotinje su
peroralno dobivale ibuprofen (Nurofen, Reckitt Benckiser, Slough, UK) u preporucenoj
dnevnoj dozi od 15 mg/kg (293).

U istrazivanju Ezella i suradnika (294) na misevima soja C57BL/6 s ulceroznim dermatitisom,
pokazano je da dodavanje suspenzije ibuprofena u vodu za pi¢e dovodi do pozitivnog u¢inka
na lijecenje koznih eflorescencija, odnosno Zivotinje pokazuju poboljsanu konzumaciju vode i

hrane, bolju lokomotornu aktivnost, smanjen svrbez i brze zacjeljenje lezija koze.
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Uzimanje analgetika u vodi za pi¢e takoder Smanjuje negativan utjecaj stresa na organizam koji

nastaje prilikom obuzdavanja zivotinje (295), te je povezano s usporenim zacjeljivanjem koznih

rana Sto moze povecati rizik postoperativne infekcije i hemoragije (296). Stoga je svim

zivotinjama za vrijeme trajanja postoperativne skrbi pracena tjelesna masa. Popis opreme i

kemikalija koristenih prije, za vrijeme i nakon stereotaksijskog postupka navedeni su u Tablici

213.

Tablica 2. Popis kemikalija koristenih za stereotaksiju.

Naziv Naziv proizvoda Proizvodac (nositelj
odobrenja)

Antibiotik Baytril (enrofloksacin, 100 Bayer Austria (Bec,
mg/ml), otopina za primjenu Austrija)
u vodi za pice, za kokosi,
purane 1 kunice

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

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

Analgetik Lidokain Belupo 20 mg/ml Belupo (Koprivnica, RH)
otopina za injekciju ili
infuziju

Inhalacijski anestetik Izofluran Abbott (Lake Bluff, IL,

Forane® isofluranum

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 oci)

Bausch & Lomb, (New
Jersey, NJ, SAD)
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Tablica 3. Popis opreme koristene za stereotaksijski zahvat.

Naziv

Naziv proizvoda

Proizvodacd

Inhalacijska maska

Rat Anesthesia Mask, Model
906

David Kopf Instruments
(Tujunga, CA, SAD)

Sustav za
anesteziju

inhalacijsku

[zofluran ispariva¢ TEC 3

Eickemeyer -
Medizintechnik fiir
Tierdrzte (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 busilica

Microdrill, Model Ultimate
XL-K

Nakanishi (Tochigi,
Japan)

Karbidno svrdlo

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

Hopf, Ringleb & Co.
(Berlin, Njemacka)

Mikrolitarska injekcijska
igla

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°(291).

Nakon injiciranja boje, mozak je uklopljen u parafin, serijski izrezan na koronarne rezove
debljine 10 um i obojan metodom prema Nisslu (Slika 12a). Mjesto nakupljanja boje
usporedeno je s dijagramom razine iz atlasa Paxinosa i Watsona (291) (Slika 12b).

Bregma .84 mm Interaural 1.44 mm

Slika 12. Shematski prikaz kuta injiciranja u medijalni dio entorinalne moZdane kore
desne hemisfere i potvrda mjesta injiciranja pomoé¢u 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
pomocu Evansovog plavila (desno) i dijagram odgovarajuce razine (-7,56 mm bregma) preuzete
iz Paxinos i Watson, 2007 (291) (lijevo).
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4.4.2. Testovi za ispitivanje promjena u ucenju, pamcenju i
ponasanju

Prije zrtvovanja, sve tri skupine Wistar Stakora bile su podvrgnute bateriji testova za ispitivanje

promjena u uc¢enju, pamcenju i ponasanju redoslijedom navedenim u Tablici 4.

Tablica 4. Protokol izvodenja testova ponasanja.

Dan Test Parametri
1-12 T-labirint test Radno prostorno paméenje.
13 Test otvorenog polja Lokomotorna aktivnost, anksioznost

1 rizicno ponasanje

14 - 15| Test prepoznavanja novog objekta Dugoro¢no pamcenje

Test prepoznavanja nove lokacije | Prostorno pamcéenje

16-17 objekta

Svi su testovi izvodeni uvijek u istom vremenu, s poc¢etkom 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 promatrac¢a. Na kraju su izra¢unate 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 uskra¢ivanje 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 pocetnim krakom i dva ciljna kraka (Slika 13).
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70 cm

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

Slika 13. Skica aparature koriStene za T- labirint test s prikazanim dimenzijama svih

krakova.

Prirodna sklonost stakora je da u T-labirintu mijenja odabir ciljnog kraka (297) pri ¢emu
odgovor na svaki sljede¢i odabir ovisi 0 prethodnom odabiru (298). Testiranje zapocinje
stavljanjem zivotinje u pocetnu poziciju, odnosno na bazu T-labirinta. Na taj nacin joj je
dopusten slobodan izbor jednog od ciljnih krakova. Ukoliko se dva pokuSaja daju u brzom
slijedu, na drugom pokusSaju zivotinja tezi izboru kraka koji nije posje¢ivan, §to odrazava
pamcenje prvog izbora. Taj se fenomen naziva spontanom alternacijom (299). 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 (300).
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 posjeéenog i neposjecenog kraka).

Protokol izvodenja T-labirint testa

Prije pocetka testiranja bilo je vazno smanjiti unos hrane kako bi Zivotinje bile motiviranije za
nagradu u obliku hrane. Mogu¢nost unosa hrane je smanjivana sve dok tjelesna masa zivotinja
nije pala na vrijednost od oko 85-90% uobicajene. Tada se zapocelo s izvodenjem T-labirint

testa, a Zivotinje su svakodnevno vagane da bi im se putem kontrole unosa hrane navedena
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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 na istrazivaca i na T-labirint, stadij

treniranja i testiranja (Tablica 5).

Tablica 5. Shematski prikaz stadija privikavanja, treniranja i testiranja T-labirint testom.

Stadij privikavanja Stadij treniranja Stadij testiranja
3 dana 1 dan 1 dan 3 dana 1 dan 4 dana
(15 min/dan) | (15 min) (15 min) (1 pokusaj/dan) | (10 (10

pokusaja/dan) | pokuSaja/dan)

Privikavanje = Privikavanje | Privikavanje & Privikavanje na Prisilan i Slobodan

na na T-labirint | na nagradu nagradu na slobodan odabir ruke

istrazivaca po cijelom | krajevimaruku = odabir ruke
T-labirintu

Prije testiranja bilo je vazno da se zivotinje priviknu na rukovanje od strane ispitivaca te na
Cokoladne kuglice koje ¢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.

U stadiju treniranja zivotinje su najprije nauc¢ene da se nagrada nalazi na krajevima lijevog i
desnog ciljnog kraka, sto je provjeravano na na¢in da su zivotinje uspje$no zavrsile zadatak u
okviru jednog pokusaja u roku od 90 sekundi (od trenutka podizanja vratasca na pocetnoj
poziciji do ulaska Zzivotinje sa sve Cetiri Sape i repom u jedan od ciljnih 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 poetnu 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.

U stadiju 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
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iza vratasca, te je pustena da ude u neblokiranu ruku i pojede nagradu (Slika 14a). Nakon
primoranog pokusaja, mijenjala se pozicija hrane te je slijedila inverzija uCenja. Kada je
zivotinja pojela svu nagradu, maknula se barijera i stavila se hrana u ruku koja je bila prethodno
blokirana. Stakor je stavljen u pogetnu 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 pocetak (START pozicija, Slika 14b). Ukoliko je usao u ruku gdje nema
nagrade dozvoljeno mu je da pogleda u praznu posudu i vracen je na poc¢etak (START pozicija,
Slika 14c). Svaki pokusSaj se morao zavrsiti u roku od najvise dvije 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

=N

Nagrada

START pozicija

b) c)
SLOBODNI ODABIR - TOCAN SLOBODNI ODABIR - NETOCAN
L] - R L et | R
. v i : -
Nagrada Nagrada
START pozicija START pozicija

Slika 14. Shematski prikaz testiranja pomoc¢u T-labirinta. (a) Kod prisilnog odabira,
zivotinja je bila stavljena na pocetnu poziciju (START) iza vratasca te joj je bilo dopusteno uci
u neblokiranu ruku (rukavac) i pojesti nagradu. (b) U slobodnom pokusaju, to¢an odgovor je
biljezen samo ukoliko je zivotinja usla u ruku s hranom. Tada joj je dopusteno pojesti nagradu
i potom je vrac¢ena na pocetnu poziciju (START). (c) Netocan odgovor je biljezen ukoliko je
zivotinja usla u ruku u kojoj nije bilo nagrade. Tada joj je dopusteno pogledati u praznu posudu

te je vracena na pocetnu poziciju (START).

Alternacija, odnosno to¢an odabir racunao se kada je Stakor usao u suprotnu ruku u usporedbi
s prethodnim pokuSajem u jednom setu testiranja (svaki set se sastojao od dva pokusaja,
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 ¢inili peti set testiranja). Netocan odabir je biljeZen ako je Stakor odabrao
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istu ruku kao i u prethodnom pokusaju; u tom je slucaju vra¢en na pocetak (START) bez
davanja nagrade.

Testiranje se izvodilo jednom dnevno, a sastojalo se od 10 pokusaja u trajanju od 90 sekundi,
sto je bilo dovoljno za dokazivanje razlika izmedu skuupina. Testiranje se ponavljalo 4 ili vise
dana, ovisno o kontrolnim Zivotinjama, odnosno kada su kontrolne zivotinje postigle barem

80%-tnu to¢nost alternacije.

Rezultati testa izrazavali su se kao postotak to¢nih odabira u svakom setu testiranja.

4.4.2.2. Test otvorenog polja (OFT)

Test otvorenog polja (OFT) koristio se za proucavanje lokomotorne aktivnosti i aktivnosti
pretrazivanja okoline, ali i za istrazivanje ponaSanja povezanih s anksiozno$c¢u pri izlaganju
Zivotinje nepoznatoj okolini (301). Parametri mjereni testom otvorenog polja navedeni su u
Tablici 6.

OFT provodio se u otvorenom polju (open field, OF). Aparatura za testiranje u otvorenom polju
napravljena je po mjeri i sastojala se od ¢etvrtaste kutije od pleksiglasa dimenzija 90 x 90 cm s
ozna¢enim poljima na dnu veli¢ine 15 X 15 cm i zidovima visine 70 cm. Iznad kutije postavljena

je video kamera i izvor svjetlosti intenziteta 70-80 luksa (302).

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 vrSeno u istoj sobi za testiranje te u istim uvjetima temperature,
vlage i svjetla. Prije testiranja zivotinje su Se privikle na rukovanje da bi se smanjio stres tijekom
testiranja, a kako je prethodno ve¢ opisano. Sprava se prije koriStenja, 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, Njemadka). Zivotinja se uzimala iz
kaveza hvatajuci za rep i spustala u donji lijevi kut arene, pazec¢i pritom da joj je glava okrenuta
prema zidu. Snimanje je trajalo 5 minuta za svaku zivotinju, pri ¢emu se ispitiva¢ (L.L.H.)

udaljio iz prostorije (Slika 15).
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Slika 15. Shematski prikaz testa otvorenog polja. Crnim kvadratom oznacena je srediSnja

zona. Vidi tekst za pojedinosti.

Tablica 6. Popis varijabli mjerenih testom otvorenog prostora.

Varijable mjerene testom otvorenog prostora

Ukupna prijedena udaljenost broj prijedenih kvadratica
Podizanje na straZnje noge broj podizanja

Ulasci u sredi$nju zonu broj ulazaka

Vrijeme provedeno u sredi$njoj zoni sekunde

SrediS$nja zona definirana je kao kvadrat u sredistu arene dimenzije 30 x 30 cm, a ulazak u tu
zonu rac¢unao se kada je Stakor u nju krocio sa sve Cetiri Sape. Glodavci inace ne vole biti u
srediStu arene, izbjegavaju osvjetljene otvorene prostore i radije se kre¢u u blizini zidova
(tigmotaksija) (303).

Ukupna prijedena udaljenost racunala se kao ukupan broj prijedenih kvadratica 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 sredi$nju zonu arene. Povecano istrazivanje u sredi$njoj 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 (aritmeticka sredina).
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4.4.2.3. Test prepoznavanja novog objekta (NORT)

U testu prepoznavanja novog objekta zivotinji se prvo pruzila moguénost 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 istrazujuéi novi objekt

(304).

Test omogucuje mjerenje radnog, kratkoro¢nog ili dugoro¢nog paméenja ovisno o vremenu
izmedu treniranja i testiranja (305). Dodatno, test omogucuje analizu istrazivackog i tjeskobnog

ponasanja (306).

Za NORT je upotrijebljena aparatura za test otvorenog polja. Prije koriStenja aparatura je oprana
50% alkoholom i ostavljena da se osusi. Objekti koristeni u testu bili su u 3 identi¢ne 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 privikavanja,

stadija treniranja ili familijarizacije i stadija testiranja.

U stadiju privikavanja zivotinja se stavila u arenu i omoguceno 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.

U stadiju 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 donji lijevi kut,
okrenute glavom prema zidu, a zatim testirane kroz razdoblje od 5 minuta i potom vra¢ene u

svoj kavez (Slika 16a).

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 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 16b).
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24 h

Slika 16. 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 Al 1 A2 u fazi treniranja
te vrijeme provedeno proucavaju¢i objekt A1l i B u fazi testiranja. Na temelju navedenih

mjerenja temeljilo se izraGunavanje indeksa diskriminacije (307,308).

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 1 -1, gdje
je pozitivan broj oznacavao da je zivotinja viSe vremena provela s novim objektom, negativan
rezultat znacio je da je vise vremena provodila s poznatim objektom, a 0 da nije bilo razlike u

vremenu provedenom s poznatim, odnosno novim objektom.

Indeks diskriminacije izrazen je formulom: ts - tai/ ts + tai, gdje je tai ukupno vrijeme
provedeno u istraZivanju poznatog objekta, dok je tg vrijeme provedeno u istrazivanju novog
objekta (305,309).

Vrijeme provedeno u istrazivanju objekta je ra¢unato 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 veé bio izlozen, 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 17).

AT [ |A2] Al
N .
24 h

[]
A2\

Slika 17. Shematski prikaz NOLT-a. (a) Stadij treniranja u kojemu je Zivotinja izloZena
identi¢nim objektima (A1l i A2); (b) stadij testiranja u kojemu je zivotinja izloZena jednom

objektu na istoj poziciji (A1), a drugi se objekt nalazi na novoj poziciji (A2nL).

Parametri koji su istrazivani su vrijeme provedeno prouc¢avajuci objekt A1 i A2 u fazi treniranja

i vrijeme provedeno proucavajuéi objekt Al i A2n. u fazi testiranja.

Indeks diskriminacije izrazen je formulom: tasne - tai/ taone + tai, gdje je taiz ukupno vrijeme
provedeno u istraZivanju poznatog objekta na istoj poziciji, dok je taznL Vrijeme provedeno u
istrazivanju poznatog objekta na novoj poziciji (305,309). Vrijeme istraZivanja je ratunato kada

je zivotinja njuskom prisla objektu na udaljenost od <2 cm.
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4.4.3. Prikupljanje bioloskih uzoraka

Kao §to je ve¢ prethodno opisano, tijekom postupka Zrtvovanja 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
mag/kg.

Pet zivotinja iz svake skupine Zrtvovano je za potrebe biokemijske analize. Prije dekapitacije
zivotinjama je izvaden likvor iz najvec¢e subarahnoidne cisterne (cisterna magna) na nacin da
je glava zivotinje pric¢vrS¢ena na stereotaksijski okvir i polozena pod kutom od 110 stupnjeva
kako bi se lakse prislo cisterni magni (Slika 18). Cisterna magna je 3 mm? velika romboidna
struktura koja se identificira kao malo udubljenje, 12 mm kaudalno od baze uha izmedu zatiljka
i atlasa (310). Likvor je izvucen pomocu inzulinske igle promjera 0,23 mm, 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 (311). Navedeni su blokovi mozdanog tkiva bili odmah smrznuti uranjanjem

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

Slika 18. Vadenje likvora iz najveée subarahnoidne cisterne (cisterna magna). Shematski
prikaz preuzet je iz rada Lebedeva i suradnika, 2004 (310).
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Za potrebe histokemijskih i imunohistokemijskih analiza preostalih pet zivotinja iz svake
skupine Zrtvovano 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 neutralnog 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 no¢i, 100% etanol 1h, 100% etanol 2 h) i toluola (toluol 30
min, toluol 2 h). Potom je svaki blok stavljen u tekuci parafin niskog talista (52/54 °C) kroz 6
h u metalnom kalupu, odnosno do potpunog stvrdnjavanja tako dobivenih parafinskih kocaka.

4.4.4. Histoloska analiza tkiva

Nakon uklapanja tkiva mozga u 2 parafinske kocke, na mikrotomu su serijski izrezani 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 najmanje tri razine: razina na mjestu injiciranja (na poziciji
-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 (uobic¢ajeno 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.
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4.4.4.2. Bojanje Tioflavinom S

Metodom bojanja Tioflavinom S analizirano je dolazi li nakon inokulacije tau proteina do

patoloskog nakupljanja amiloida u mozgu $takora te do stvaranja PHF-ova tau proteina (312).

Nakon deparafiniranja i rehidracije rezovi su inkubirani u mraku 8 minuta pri sobnoj
temperaturi u 1%-tno vodenoj otopini Tioflavina S (Sigma-Aldrich, #T1892-25g, St. Louis,
MO, SAD). Tioflavin S se pripremao tako da se otopio 1 g boje u 100 mL dH20 i mije$ao na

magnetnoj mijesalici kroz 15 minuta, nakon ¢ega se profiltrirao i koristio svjez.

Rezovi mozdanog tkiva najprije su bili 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%
AgNO3 (20 min) i potom isprani u destiliranoj vodi. Istoj otopini 20% AgNOs 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
Cega su dehidrirani i pokriveni (313). Priprema otopina koristenih u metodi prikazana je u

Tablici 7.

Tablica 7. Priprema otopina koristenih za Bielschowsky metodu (313).

Otopina AgNOs 20 g AgNO3, 100 mL dH20

20 mL formalina

Otopina razvijaca 1 kap koncentrirane HNO3
0,5 g limunske kiseline
100 mL dH20

5% otopina natrijeva 5 g natrijeva tiosulfata, 100 mL dH20
tiosulfata
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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
razvijaca 5 - 30 minuta. Potom su isprani u 0,5% otopini octene 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 tekucoj
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 (49).

Otopina razvijaca pripremana je dodavanjem 50 ml otopine A, 15 ml otopine B i 35 ml otopine
C (Tablica 8).

Tablica 8. Priprema otopina koristenih za Gallyas bojanje metodom po Braaku (49).

50 g natrijeva karbonata

Otopina A
1000 mL dH20

2 g amonijeva nitrata
) 2 g srebrova nitrata

Otopina B o
10 g volframsili¢ne Kiseline

1000 mL dH20

2 g amonijeva nitrata

2 g srebrova nitrata
Otopina C 10 g volframsili¢ne Kiseline
7,3 ml formaldehida

1000 mL dH20

40 g natrijeva hidroksida
) o 100 g kalijeva jodida

Otopina srebrova jodida _
35 mL 1%-tnog srebrova nitrata

500 mL dH20
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4.4.5. Kvalitativna imunokemijska analiza proteina

Blokovi mozdanog tkiva izrezani su u serijske koronarne rezove debljine 10 mikrometara.
Analizirane razine definirane su prema atlasu Paxinosa i Watsona (291) 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 (-5,64 mm od bregme) i iza (-8,04
mm od bregme) mjesta injiciranja. Koristena su protutijela AT8, HT7, MC1, 4G8, T22, SYN i
AT100. Specifikacije protutijela i njihovi epitopi prikazani su u Tablici 13.

4.4.5.1. Semikvantitativno odredivanje Sirenja neurofibrilarnih promjena koje

se prikazuju pomocéu AT8 protutijela

Analiza imunoreaktivnosti dobivene pomocu protutijela AT8 izvrSena je na nacin koji su
koristili Hurtado i suradnici (123) te Skachokova i suradnici (314). Na svakoj analiziranoj razini
odabrana su podrucja interesa (regions of interest, ROI) za daljnju analizu u ra¢unalnom

programu Fiji (315) (Tablica 9). Vizualni prikaz rezultata je pseudokoloriran.

Tablica 9. Semikvantitativna 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 ATS imunoreaktivnosti na razini -5,64 mm od bregme

Analiziran je koronarni rez mozga na razini -5.64 mm od bregme (Slika 19), s odabranim ROI-

jem prikazanim u Tablici 10.
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Slika 19. Koronarni prikaz mozga Wistar §takora 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 i Watson, 2007 (291).
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Tablica 10. Popis imunohistokemijski analiziranih podrucdja interesa na razini -5,64 mm

od bregme.

PoloZaj u odnosu na

Podrucja interesa . o
mjesto Injiciranja

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

Posteromedijalna kortikalna amigdaloidna jezgra (PMCo) | rostralno

Ventralni subikul (VS) rostralno
Dorzalni subikul (DS) rostralno
CALl (CAL1 polje) rostralno
CA3 (CA3 polje) rostralno
Nazubljena vijuga (MoDG, GrDG, PoDG) rostralno
Talamus (TH) rostralno
Crvena jezgra (RN) rostralno
Srednji mozak (MB) rostralno
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Semikvantitativno odredivanje ATS imunoreaktivnosti na razini -6,84 mm od bregme

Analiziran je koronarni rez mozga na razini -6,84 mm od bregme (Slika 20), s odabranim ROI-
jem prikazanim u Tablici 11.
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Slika 20. Prikaz razine bregma -6,84 mm koristene u imunohistokemijskoj analizi.

Prikaz je preuzet iz stereotaksijskog atlasa mozga Stakora Paxinos i Watson, 2007 (291).
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Tablica 11. Imunohistokemijski analizirana podrucja interesa analizirana na razini

bregma -6,84 mm.

Podrudja interesa Po_loiaj_u_g?nosy na
mjesto Injiciranja

Medijalni entorinalni korteks (MEnt) Ciljno podrucje
Kaudomedijalni entorinalni korteks (CEnt) Medijalno
Ventralni intermedijalni entorinalni korteks (VIENt) Medijalno
Dorzalni intermedijalni entorinalni korteks (DIEnNt) Medijalno
Dorzolateralni entorinalni korteks (DLENt) Medijalno
Peririnalni korteks (PRh) Dorzalno
Ektorinalni korteks (Ect) Dorzalno
Asocijacijsko podrucje sljepoocnog reznja (TeA) Dorzalno
Vidno podrucje (V2MM, V2ML, V1M, V1B, V2L) Dorzalno
Slusno podrucje (AuD, Aul, AuV) Dorzalno
Retrosplenijalno podruc¢je (RSGa, RSGb, RSGe, RSD) Dorzalno
Dorzalni subikul (DS) Dorzalno
Ventralni subikul (VS) Dorzalno
Postsubiculum (Post) Dorzalno
Parasubiculum (PaS) Dorzalno
Presubiculum (PrS) Dorzalno

CALl (polje CAL) Dorzalno
Nazubljena vijuga (MoDG, GrDG, PoDG) Dorzalno
Srednji mozak (MB) Ventralno
Jezgre mosta Ventralno




Semikvantitativno odredivanje ATS imunoreaktivnosti na razini -8,04 mm od bregme

Analiziran je koronarni rez mozga na razini -8,04 mm od bregme (Slika 21), s odabranim ROI
prikazanim u Tablici 12.
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Slika 21. Prikaz razine -8,04 mm od bregme koristene u imunohistokemijskoj analizi.

Prikaz je preuzet iz stereotaksijskog atlasa mozga Stakora Paxinos i Watson, 2007 (291).
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Tablica 12. Imunohistokemijski analizirana podru¢ja interesa na razini -8,04 mm od

bregme.

Podrudja interesa

Polozaj 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 sljepoocnog reznja(TeA) kaudalno
Vidno podrucje (V2MM, V1M, V1B, V2L) kaudalno
Retrosplenijalno podruéje (RSGA, RSD) kaudalno
Postsubiculum (Post) kaudalno
Parasubiculum (PaS) kaudalno
Retikularna jezgra mosta (PnO) kaudalno
Srednji mozak (MB) kaudalno
Most kaudalno
Raphe jezgre (DRD, DRV, DRL, PDR) kaudalno
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4.4.5.2. Protokol imunohistokemijskog bojanja parafinskih rezova stakorskog
mozga protutijelima AT8, HT7, MC1, 4G8, T22 i AT100

Nakon deparafiniranja nizom ispiranja ksilolom i rehidracije etanolom rezovi su ispirani u
fosfatnom puferu (phosphate buffered saline, PBS, pH 7,4), nakon ¢ega je provedeno otkrivanje
epitopa antigena (antigen retrieval) kuhanjem rezova u citrathom 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.

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
protutijela; 0,07% vodikovim peroksidom u dH>O na 15 min za AT8 protutijelo; 3%-tnim
vodikovim peroksidom u dH2O 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 nespecifi¢nih veznih mjesta
inkubiranjem u otopini za blokiranje (5%-tni aloumin 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 na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori.

Nakon blokiranja, rezovi su inkubirani preko noé¢i pri 4°C u otopini primarnih protutijela

razrijedenih u otopini za blokiranje (Tablica 13).

Priprema otopina koriStenih za imunohistokemijsko bojanje prikazana je u Tablici 14, a popis

kemikalija prikazan je u Tablici 15.

Kao pozitivne kontrole koristili smo uzorke mozgova bolesnika oboljelih od sporadi¢nog AD-

a.
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Tablica 13. Popis primarnih protutijela 1 primijenjenih razrjedenja u postupku

imunohistokemijskog bojanja.

Proizvodac, kataloski broj,
Primarno Epito identifikacijska oznaka | Organizam | KoriSteno
protutijelo prtop prema Research Resource | porijekla | razrjedenje
oznakama (RRID)
Thermo Fisher Scientific,
Fosforilirani Waltham, MA, SAD N _
ATS Ser202 i Thr205 | #MN1020 Mis 1:100
RRID:AD_ 223647
Thermo Fisher Scientific,
159-163 amk Waltham, MA, SAD
HT7 tau proteina #MN1000 Mis 1:1000
covjeka
RRID:AD 2314654
) dar Dr. Peter Daviesa,
5-151312-322 Albert Einstein College of
MC1 amk tau Medicine. NY. SAD Mis 1:20
proteina
RRID:AD_2314773
BioLegend, San Diego,
CA, SAD
17-24 amk :
4G8 i Mis 1:2000
amiloida-f #800712 °
RRID:AD_2734548
Sigma-Aldrich, St. Louis,
protutijelo na MO, SAD
T22 oligomere tau #ABN454 Zec 1:200
proteina RRID:AD_2888681
Thermo Fisher Scientific
e Waltham, MA, SAD
fosforilirani ' ' . )
AT100 Thr212 i Ser214 # MN1060 Mis 1:400
RRID:AD_223652
Dako, Glostrup, Danska
SYN Sinaptofizin #M7315 Mis 1:100
RRID:AD_2687942
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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 fluorescentnom 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 zec¢jeg 19G (Tablica 15). Rezovi su zatim
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 kompleta) 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 deH.O kroz 20 sekundi.

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
nespecifiénih veznih mjesta inkubiranjem u otopini za blokiranje (1%-tni aloumin iz seruma
goveda u PBS-u s dodatkom 0,5 %-tnog Tritona X-100) 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon
blokiranja, rezovi su inkubirani preko no¢i pri 4°C u otopini primarnih protutijela razrijedenih
u otopini za blokiranje (SYN 1:100; T22 1:200) (Tablica 13). 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 14, a popis kemikalija prikazan
je u Tablici 15.
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Tablica 14. Priprema otopina koriStenih za imunohistokemijsko i imunofluorescentno

bojanje.
Naziv otopine Kratica Kemijski sastav
137 mM NaCl
Fofsfatni pufer s 2,7 mM KCl
dodatkom deterdZenta PBST 8 mM Na;HPO,4
Tweena 2 MM KH,PO4
0,1%-tni Tween-20
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
Fosfatni pufer PBS
8 mM NaHPO4
2 mM KH2POq4, pH 7,4
0,03%- tna otopina H20O2 u metanolu
Otopina za inhibiciju 0,07%- tna otopina H202 u dH20
endogenih Predtretman _ _
peroksidaza 3%-tna otopina H20> otopina udH20
70% mravlja kiselina
5%-tni albumin iz seruma goveda i 0,5%-tni
Triton/PBS
5%-tni kozji serum u 0,5% Triton/ PBS
Otopina za blokiranje 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
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Tablica 15. Popis kemikalija koristenih za imunohistokemijsko i imunofluorescentno

bojanje.

Naziv Naziv proizvoda Proizvodac i kataloski
broj

Polysciences, Inc.

Clear-Advantage Warrington, PA, SAD

Ksilol (zamjena)

Xylene Substitute
#24770
Polysciences, Inc.
Medij za pokrivanje preparata Poly-Mount Warrington, PA, SAD
#08381-120
VECTASHIELD® Vector Laboratories, Inc.
Medij za pokrivanje preparata | Antifade Mounting Burlingame, CA, SAD
Medium #H-1000-10
Komplet za vizualizaciiu SIGMAFAST DAB Sigma Aldrich, St. Louis,
r.omp’e alzact) with Metal Enhancer MO, SAD
imunohistokemijskih rezova
Tablet Set #D0426-50
. Sigma Aldrich, St. Louis,
Albumin iz seruma goveda BSA (povme serum MO, SAD
albumin)

#A7906-100G

Vector Laboratories, Inc.
Burlingame, CA, SAD

#PK-4002

Anti-mouse Vectastain®

Tercijarni kompleks ABC kit

Anti-rabbit Vectastain® | \/ector Laboratories, Inc.

Tercijarni kompleks ABC kit Burlingame, CA, SAD
#PK-4001
Sekundarno protutijelo na Fc . ) Vector Laboratories, Inc.
fragment primarnog migjeg Ant mouse Vectastain® Burlingame, CA, SAD
. ABC kit
19G protutijela #PK-4002

Vector Laboratories, Inc.
Burlingame, CA, SAD

Sekundarno protutijelo na Fc

) .. Anti-rabbit Vectastain®
fragment primarnog ze¢jeg

IgG protutijela ABC kit #PK-4001
Sigma Aldrich, St. Louis,
DeterdZent Tween-20 MO, SAD

#P1379
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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, §Vicarska).

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 18).

Sonicirano tkivo je centrifugirano 20 minuta pri 1000 g 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 komplet sa bicinkoninskom
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™ 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 ng/mL. Za izradu bazdarnog pravca pripremljena su razrjedenja BSA u
poznatim koncentracijama u rasponu od 20.000 pg/mL do 500 pg/mL.

Na mikrotitarsku plo€icu s 96 jazica otpipetirano je u duplikatima po 10 uL uzorka nepoznate
koncentracije proteina te 10 pL svakog razrjedenja standarda. U svaku jaZicu je dodano po 200

uL BCA reagensa te je smjesa inkubirana na 37°C kroz 30 min.

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).
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4.4.6.2. Analiza proteina iz moZdanog tkiva Stakora Western blot

metodom

Uzorci su pripremljeni uzimanjem volumena koji sadrzi 20 pg proteina te inkubiranjem u
Laemmli puferu (Tablica 18). 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

1 marker veliCine 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 elektricnom 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 (316).

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. Nespecifiéno 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 odgovaraju¢im primarnim protutijelom razrijedenim

u odgovaraju¢em puferu za blokiranje preko no¢i na 4°C (Tablica 16).
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Nakon inkubacije, membrana je isprana u TBS-T puferu te je izvrSena inkubacija na sobnoj
temperaturi u trajanju od 60 min s odgovaraju¢im sekundarnim protutijelom u razrjedenju
1:2000 (Tablica 17).

Membrane su isprane u TBS-T 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 kvantitativno analizirao izrazaj proteina koristen je javno dostupan racunalni
program ImageLab 6.0 (Bio-Rad Software, Hercules, CA, SAD) kompatibilan s Chemidoc

sustavom za vizualizaciju.
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Tablica 16. Popis primarnih protutijela i primijenjenih razrjedenja koristenih za analizu

proteina Western blot metodom.

tau proteina

RRID:AB_2536235

Primarno Epito Proizvodac, kataloski broj | Organizam | Koristeno
protutijelo prtop i RRID porijekla razrjedenje
Thermo Fisher Scientific,
Fosforilirani Waltham, MA, SAD
AT8 Ser202 i #MN1020 Mis 1:200
Thr205 RRID:AD_223647
Thermo Fisher Scientific,
159-163amk |  Wwaltham, MA, SAD
HT7 tau proteina #MN1000 Mis 1:200
covjeka RRID:AD 2314654
Sigma Aldrich, St. Louis,
Protutijelo na MO, SAD
T22 oligomere tau #ABN454 Zec 1:1000
proteina RRID:AD_2888681
Thermo Fisher Scientific
Fosforilirani Waltham, MA, SAD
AT100 Thr212 i # MIN1060 Mis 1:500
Serz14 RRID:AD_223652
o dar Dr. Peter Davies-a,
Fosforilirani Albert Einstein College of
PHF1 Ser396 1 Ser Medicine. Bronx. NY Mis 1:1000
404
RRID:AB_2315150
dar Dr. Peter Davies-a,
Fosforilirani Albert Einstein College of N _
CP13 Ser202 Medicine, Bronx, NY Mis 1:1000
RRID:AB_2314223
Thermo Fisher Scientific
Waltham, MA, SAD
TAU-5 210-24Lamk | oo Mi 1:250
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Tablica 17. Popis sekundarnih protutijela te odgovaraju¢ih razrjedenja koristenih za

analizu proteina Western blot metodom.

Proi ¢ .
Sekundarno ) mlzvv?dac’_ ) Organizam | Koristeno
.. Epitop kataloSki broj I .. ) )
protutijelo porijekla | razrjedenje
RRID
protutijelo na misji L
IgG F fragment Cell Signaling
Anti konjugirano s Technology,
mouse 1aG peroksidazom Danvers, MA, SAD konj 1:2000
g hrena (horse- #1076
radish peroxidase, RRID:AB_330924
HRP)
Cell Signaling
protutijelo na zec¢ji Technology,
Anti- i 1gG F f
nti-rabbit gG_ 3 ragment Danvers, MA, SAD koza 1:2000
IgG konjugirano s #7074
HRP-om RRID:AB_2099233

Za analizu proteina Western blot metodom koristene su otopine i puferi pripremljeni prema

receptu u Tablici 18 te kemikalije prikazane u Tablici 19.

Tablica 18. 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,
proteina s pufer 8%-tni SDS, 0,04 % (w/v) bromfenol-plavo,
reducirajué¢im . " |
agensom 0,05% B-merkaptoetanol, 8 mM EDTA

Pufer za razdvajanje Running

25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% natrij dodecil

membranu

proteina u buffer sulfat

elektri¢nom polju

Pufer za prenosenje Transfer 25 mM Tris, 192 mM glicin, 20% (v/v) metanol
proteina s gela na pufer
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Tablica 18. Nastavak.

Tris pufer TBS 20 mM Tris, 150 mM NaCl

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

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM NazHPOQOs,
2 MM KH2POy4, pH 7,4

Fosfatni pufer PBS

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

RIPA pufer 2X, 10 mM NaF, 2 mM NazVOa,
1 mM PMSF, 10x PIC, 20 mM B glicerofosfat
Pufer za lizu s dodatkom (BGP), 40 mM Tris HCI, pH 7.4, 300 mM NaCl,

inhibitora
2 mM EDTA, 1% natrij deoksikolat, 0,2% SDS,
2% Triton X-100, 20% glicerol, dH20
Pufer za lizu RIPA 40 mM Tris-HCI 7,4pH, 2% Triton x-100, 1%-tni

2X natrijev deoksikolat, 0,2% SDS, 300 mM NaCl, 2
mM EDTA, 20%-tni glicerol

Tablica 19. Popis kemikalija koristenih za analizu proteina Western blot metodom.

Naziv Naziv proizvoda Proizvodac i kataloski broj
TGX Staln-Fr'ee Fa§t BioRad, Hercules, CA, SAD
Gel Cast Acrylamide Kit, 41610183
10%
Proteinski standard Precision Plus Protein BioRad, Hercules, CA, SAD
All Blue Standards #1610373
Nitrocelulozna Amersham Protran GE Healthcare Bio-Sciences Corp.,
membrana za Western blotting MA, SAD
prijenos proteina membranes #GE10600002
Komplet za Super Signal West Thermo Scientific, Waltham, MA,
vizualizaciju Femto Maximum SAD
proteina Sensitivity Substrate #34095
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Tablica 19. Nastavak.

(SDS)

Komplet za Super signal West, Pico Thermo scientific, Waltham, MA,
vizualizaciju Chemiluminescent SAD
proteina Substrate #34080
Albumin iz seruma BSA Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD
goveda #A7906-100G
Deterds - 20 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD
eterazent ween- #P1379
Deterds Trit 100 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD
eterazent riton x- #9002-93-1
. Natrijev dodecil sulfat Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Deterdzent

#L3771-100G

Proteazni inhibitori

Complete Mini, EDTA-
free Protease Inhibitor
Cocktail

Roche, Basel, CHE
#11836170001

etilendiamintetraoctena

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

tetrametiletilenamid

EDTA kiselina H#EDS-100G
Tris b ri b Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD
I'lS Daza rizma pase #T1503-1KG
Glicerol | | Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD
ICETO glycero # G5516-500ML
"n'- Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD
TEMED n.n,n,n g

#T79281-25ml

Bromfenol modrilo

Bromophenol blue

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD
#114391

DeterdzZent

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 biljega
ELISA metodom

Proteinski bioloski biljezi na ukupni Stakorski tau protein, fosforilirani tau protein i na amiloid-
B1-42 odredeni su u likvoru ili uzorcima homogenata hipokampusa i cijelog entorinalnog
korteksa desne hemisfere Stakora pomocu enzimski povezane imunoapsorpcijske analize
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) komercijalno dostupnih kompleta, koji
omogucavaju kvantitativno odredivanje koncentracije tau proteina i amiloida-f3 (Tablica 20).

Uzorci su pripremljeni prema protokolu opisanom u poglavlju 4.4.6.

Tablica 20. Popis koristenih ELISA kompleta.

Naziv Naziv proizvoda Proizvodacd i kataloski
broj

ELISA komplet za Rat Tau Proteins ELISA Kit, Cusabio Technology
detekciju ukupnog LLC, Wuhan, Kina
Stakorskog tau proteina 4CSB-E13729r
ELISA komplet za Rat Beta-Amyloid Peptide 1- Abbexa, Cambridge, VB
detekciju amiloida-f 1-42 42 (Ab1-42) ELISA Kit, #abx574490
ELISA komplet za Rat pt(phospho Tau Protein, MyBioSource, Inc.
detekciju Stakorskog tau pSer 396/404) ELISA Kit, California, SAD
proteina fosforiliranog na #MBS2510503

Ser 396 i Ser 404

4.4.7.1. Odredivanje koncentracije ukupnog Stakorskog tau proteina
ELISA metodom

Koristenjem trzisno dostupnog kompleta odredene su koncentracije ukupnog Stakorskog tau

proteina u izuzetim uzorcima likvora (Tablica 20).

Mikrotitarske plocice s 96 jazica presvucene su primarnim monoklonskim protutijelima na tau
protein, u koje se nakon nanosenja uzoraka likvora i standarda vezu prisutni tau proteini. Uzorci
i standardi su se nakon nanoSenja inkubirali u mikrotitarskoj plocici 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-
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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 min na 37°C. Nakon inkubacije dodala
se otopina za zaustavljanje reakcije te se izvrSilo ocitanje 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-£1-42 ELISA metodom

Za odredivanje koncentracije amiloida-P1-42 iz likvora i homogenata mozga koristen je trzisno

dostupan komplet (Tablica 20).

Mikrotitarske ploc€ice s 96 jazica presvucene su primarnim monoklonskim protutijelima na
amiloid-B1-4> peptid. Nakon dodavanja uzoraka i standarda slijedila je inkubacija u
mikrotitarskoj plo¢ici kroz 60 min na 37°C. U inkubaciji nastaje reakcija kompetitivne
inhibicije izmedu biotinom oznacenog amiloida-p1-42 i neoznacenog amiloida-Pi-42 S vezanim
monoklonskim protutijelom na amiloid-p1.s2 protein. Nakon procesa ispiranja u puferu za
ispiranje (pomocu aparata za ispiranje - model PW 40, Biorad Laboratories, Hercules, CA,
SAD), u mikrotitarske plo¢ice 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 apsorbancija na 450 nm. Esej je
kompetitivan, S$to zna¢i da postoji obrnuta Kkorelacija izmedu stupnja apsorbancije i

koncentracije izmjerenog amiloida-pi-42.

4.4.7.3. Odredivanje koncentracije fosforiliranog Stakorskog tau proteina
ELISA metodom

Koristenjem trzi$no dostupnog kompleta odredene su koncentracije fosforiliranog Stakorskog

tau proteina u homogenatima mozga (Tablica 20).

Mikrotitarske plo€ice s 96 jazica presvucene su primarnim monoklonskim protutijelima
specifiénim na tau protein fosforiliran na serinu 396 i serinu 404, u koje se nakon nanosSenja
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 obiljezenim
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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 ocitavala 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).

4.4.8. Statisticka obrada podataka

Nakon utvrdivanja normalnosti raspodjele pojedinih skupina podataka D’Agostino-
Pearsonovim testom, za podatke koji prate normalnu raspodjelu upotrijebljeni su parametrijski
testovi ANOVA i post hoc Tukey test, a za podatke ¢ija razdioba nije pratila normalnu
raspodjelu upotrijebljeni su neparametrijski testovi Kruskal-Wallis ANOVA i Dunnov test za
viSestruke usporedbe. Dvosmjerna ANOVA je kori$tena prilikom analize rezultata molekularne
analize (Western blot i ELISA). Zbog razlika u broju zivotinja u pojedinim skupinama (TO,
TF, CTR) urazlic¢itim vremenskim tockama (4 mj., 8 mj., 11 mj.) u analizi testova ponasanja
upotrijebljena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA). Na taj nacin je dobiven odgovor
na pitanje postoji li razlika utjecaja tau oligomera i tau fibrila u odnosu na kontrolnu skupinu u
svakoj vremenskoj tocki u kojoj je izvrSeno testiranje odredene vrste ponasanja. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost & standardna devijacija (SD). Za razinu statisticke znacajnosti
u svim testovima uzeta je vrijednost o < 0,05. Za statisticku analizu koristen je GraphPad Prism
8.0 program (GraphPad Software, San Diego, CA, SAD).
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5.  REZULTATI

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 uc¢enju, pamcenju i ponasanju.
5.1.1.  T- labirint test

T-labirint test otkrio je znacajnu razliku u radnom prostornom pamcenju, Cetiri mjeseca nakon
inokulacije tau fibrila i tau oligomera u zivotinja (F = 4,356, st.sl.= 2,23, p < 0,05). Naime,
Cetiri mjeseca nakon $to su intracerebralnom primjenom primile tau fibrile zivotinje su razvile
deficit u radnom prostornom paméenju, odnosno tijekom cetiri dana testiranja pokazale su
znacajno smanjenju ucinkovitost u usporedbi s kontrolnim skupinama Zivotinja tretiranim
fizioloskom otopinom. Smanjena uéinkovitost vidljiva je kao manji postotak alternacije,
odnosno u pet seta testiranja ove zivotinje pokazale su slabije rezultate u broju to¢nih odabira

suprotne ruke u odnosu na prethodni pokusaj (p < 0,05; Slika 22a).

Znacajna razlika u radnom prostornom pamcenju u odnosu na kontrolnu skupinu ustanovljena
je 1u zivotinja osam mjeseci nakon primjene tau fibrila i tau oligomera (H test = 7,893, st.sl. =
2, p < 0,05). Naime, zivotinje koje su primile tau oligomere pokazale su i nakon osam mjeseci
smanjenu u¢inkovitost u T-labirint testu u usporedbi s kontrolnim Zivotinjama (p < 0,01; Slika

22h).

Statisticki znacajna razlika u radnom pamcdenju istraZivanih skupina Zivotinja takoder je
otkrivena jedanaest mjeseci nakon tretmana (F = 5,280, st.sl. = 2,22, p < 0,01). Jedanaest
mjeseci nakon tretmana, Zivotinje koje su primile tau fibrile pokazale su deficit u radnom
prostornom pamcenju u usporedbi s kontrolnim zivotinjama (p < 0,05; Slika 22c). I Zivotinje
koje su primile tau oligomere takoder su jedanaest mjeseci nakon tretmana pokazale smanjenu
ucinkovitost u T-labirint testu u usporedbi s kontrolnim zivotinjama (p < 0,05; Slika 22c).

Rezultati testa izrazeni su u obliku postotaka alternacije i graficki prikazani na Slici 22.
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Slika 22. 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 u usporedbi s CTR-om.
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5.1.2.  Test prepoznavanja novog objekta

Razlika u dugoro¢nom (24h) paméenju utvrdena je u istrazivanih skupina zivotinja Cetiri
mjeseca nakon tretmana (F = 4,505, st.sl. = 2,25, p < 0,05). Zivotinje koje su primile tau
oligomere Cetiri mjeseca nakon tretmana nisu razlikovale novi objekt od poznatog objekta i
pokazale su znatno nizi diskriminacijski indeks u odnosu na kontrolne Zivotinje (p < 0,05; Slika
23a). Cetiri mjeseca nakon tretmana, 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 23a).

Osam mjeseci nakon primjene tau fibrila i tau oligomera, u obje skupine tretiranih zivotinja nije
pokazano naruSavanje dugoro¢nog pamcenja, odnosno nije uocena statisticki znacajna razlika

U vremenu istrazivanja poznatog i novog objekta u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja

(Slika 23b).

Jedanaest mjeseci nakon tretmana indeks diskriminacije nije pokazao statisticki znacajnu
razliku izmedu istrazivanih skupina Zivotinja. Zivotinje tretirane i tau fibrilima i tau
oligomerima nakon jedanaest mjeseci pokazuju istu preferenciju prema istrazivanju novog

objekta kao i kontrolne skupine zivotinja (Slika 23c).
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Slika 23. Graficki 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 Zivotinja

koja je primila fiziolosku otopinu. * p < 0,05 u usporedbi s CTR-om.
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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 1 prikazana graficki.

Indeks diskriminacije nije pokazao statisticki znacajnu razliku izmedu istrazivanih skupina

zivotinja Cetiri mjeseca nakon tretmana (Slika 24a).

Osam mjeseci nakon tretmana potvrdena je razlika u preferenciji lokacije izmedu istrazivanih
skupina zivotinja (F = 4,816, st.sl. = 2,26, p < 0,05). Osam mjeseci nakon tretmana kontrolna
skupina Zivotinja pokazivala je jasnu preferenciju istrazivanja nove lokacije objekta (pozitivan
indeks diskriminacije), u odnosu na skupinu zivotinja koja je primila tau oligomere (p < 0,05)
i skupinu Zivotinja koja je primila tau fibrile (p < 0,05), kod kojih dolazi do preferencije

istrazivanja poznate lokacije objekta (negativan indeks diskriminacije) (Slika 24b).

Jedanaest mjeseci nakon tretmana indeks diskriminacije nije se znacajnije razlikovao medu

ispitivanim skupinama Zivotinja (Slika 24c).
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Slika 24. 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
zZivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR,

skupina zivotinja koja je primila fiziolosku otopinu. * p < 0,05 u usporedbi s CTR-om.
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5.1.4.  Test otvorenog polja

U testu otvorenog polja mjerena je lokomotorna aktivnost zivotinja izrazena kao prijedena
udaljenost u otvorenom polju; anksioznost zivotinja izrazena kao broj ulazaka i koli¢ina
vremena provedenog u sredi$njoj zoni te istrazivacko ponasanje zivotinja 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 istraZivanih skupina Zivotinja uo€ena je Cetiri mjeseca nakon
tretmana (F = 4,831, st.sl. = 2,23, p < 0,05). Cetiri mjeseca nakon tretmana 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 zivotinja (p < 0,05) (Slika 25a).

Osam myjeseci nakon tretmana nije pronadena razlika u lokomotornoj aktivnosti izmedu
istrazivanih skupina zivotinja. Skupine Zivotinja koje su primile tau oligomere i tau fibrile
pokazale su sli¢nu ukupnu prijedenu udaljenost kao i1 kontrolne skupine zivotinja osam mjeseci

nakon tretmana (Slika 25b).

Jedanaest mjeseci nakon tretmana pronadena je statisticki znacajna razlika u lokomotornoj
aktivnosti izmedu istrazivanih skupina zivotinja (F = 8,068, st.sl. = 2,23, p < 0,01). U skupini
zivotinja koja je primila tau oligomere utvrdena je smanjena lokomotornu aktivnost u
otvorenom polju u usporedbi s kontrolnom skupinom zivotinja (p < 0,01) jedanaest mjeseci

nakon tretmana (Slika 25c).
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Slika 25. Graficki prikaz lokomotorne aktivnosti 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 u usporedbi s CTR-
om.
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5.1.4.2. Anksioznost

Anksioznost zivotinje je istrazena mjerenjem ukupnog broja ulazaka u sredi$nju zonu arene i
koli¢inom vremena provedenog u sredis$njoj, odnosno perifernoj zoni. Povecano istrazivanje
zivotinje u srediSnjoj zoni interpretiralo se kao tendencija rizicnom ponasanju, dok se

zadrZavanje Zivotinje u perifernoj zoni interpretiralo kao povisena anksioznost.

Cetiri mjeseca nakon tretmana nije pronadena razlika u riziénom ponasanju i stupnju
anksioznosti izmedu istrazivanih skupina Zivotinja. Skupina Zivotinja koja je primila tau
oligomere i skupina koja je primila tau fibrile pokazala je slicno ponasanje u otvorenom polju
kao 1 kontrolna skupina, Cetiri mjeseca nakon tretmana, Sto je vidljivo po broju ulazaka u

sredi$nju zonu (Slika 26a) i vremenu provedenom u toj zoni (Slika 26b).

Osam mjeseci nakon tretmana postoji razlika u tendenciji prema rizicnom ponaSanju i
anksioznosti izmedu istrazivanih skupina zivotinja, $to je vidljivo po broju ulazaka u srediSnju
zonu (F = 8,647, st.sl. = 2,27, p < 0,01; Slika 26c), odnosno po vremenu provedenom u
sredi$njoj zoni (F = 5,875, st.sl. = 2,27, p < 0,01; Slika 26d). Osam mjeseci nakon tretmana
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, osam mjeseci nakon tretmana, kako u broju ulaska u sredi$nju zonu tako i u

vremenu provedenom u toj zoni (Slika 26c¢, Slika 26d).

Nije pronadena razlika u broju ulazaka u srediSnju zonu izmedu istrazivanih skupina Zivotinja
jedanaest mjeseci nakon tretmana (Slika 26e), medutim postoji razlika u vremenu provedenom
u sredis$njoj zoni (F = 4,359, st.sl. = 2,25, p < 0,05; Slika 26f). Jedanaest mjeseci nakon tretmana
skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere viSe je vremena provodila u sredi$njoj zoni u

usporedbi s kontrolnom skupinom Zivotinja (p < 0,05).
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Slika 26. 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 sredi$nju zonu (@) Cetiri, (C) 0sam i (€) jedanaest mjeseci
nakon primjene tau fibrila, tau oligomera ili fizioloSke otopine, te kao vrijeme provedeno u
sredi$njoj 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 fiziolo§ku otopinu. *p < 0,05; **

p < 0,01 u usporedbi s CTR-om.
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5.1.4.3. Istrazivacko ponasanje

U svrhu odredivanja stupnja istrazivackog ponasanja okoline, kvantificirao se ukupan broj
podizanja zivotinja na straznje noge u testiranom vremenu. Nije pronadena razlika u
istrazivackom ponasanju izmedu istrazivanih skupina Zivotinja ¢etiri mjeseca (Slika 27a), osam

mjeseci (Slika 27b) i jedanaest mjeseci nakon tretmana (Slika 27c).
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Slika 27. Grafic¢ki 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 (@) 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.
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5.2. Detekcija tau proteina u mozgu Wistar stakora tri dana
nakon inokulacije u medijalni entorinalni korteks

Kako bi se razlikovala detekcija injiciranog tau oligomera i tau fibrila od detekcije
promijenjenog endogenog tau proteina, tri dana nakon inokulacije u zivotinju usporedene su
nastale tau promjene imunohistokemijskom analizom protutijelom specifi¢nim za injicirani tau
(HT7, epitopi ljudskog tau proteina 159-163) i protutijelom specifiénim za tau protein
fosforiliran na serinu 202 i treoninu 205 (AT8).

5.2.1. Tau oligomeri i tau fibrili poticu Sirenje tau patoloSkih promjena

nakon inokulacije u medijalni entorinalni korteks Wistar stakora

Tri dana nakon inokulacije tau fibrila u medijalni entorinalni korteks Zivotinja, u blizini mjesta

injiciranja nije uocen fosforilirani tau protein (ATS8). Takoder nisu uoceni injicirani tau fibrili

(HT7).

Nakon primjene tau oligomera, u medijalnom entorinalnom korteksu zivotinja uo¢ena je jaka

HT7 imunoreaktivnost bez prisutnosti fosforiliranog tau proteina (AT8) (Slika 28).
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Slika 28. Prikaz tau oligomera i tau fibrila u medijalnom entorinalnom korteksu $takora
protutijelom specifiénim za injicirani tau protein i tau protein fosforiliran na serinu 202 i
treoninu 205. Tri dana nakon inokulacije, napravljena je imunohistokemijska analiza
primjenom AT8 i HT7 protutijela (-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 u Zivotinje,
uocena je jaka HT7 imunoreaktivnost, bez prisutnosti tau proteina fosforiliranog na serinu 202
i treoninu 205 (AT8) (Slika 29).

Sveukupno, ovi rezultati potvrduju da je AT8 imunoreaktivnost uo¢ena u kasnijim vremenskim

to¢kama bila posljedica endogenog stakorskog tau proteina.
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Slika 29. 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 pm.

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 Zivotinja, dolazi do
njihovog Sirenja od mjesta injiciranja prema crvenoj jezgri, te anterogradno prema CA3 polju

hipokampusa (Slika 30a).

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

entorinalnom korteksu i CA3 polju hipokampusa (Slika 30b).
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Slika 30. Sirenje tau oligomera i tau fibrila tri dana nakon inokulacije u medijalni
entorinalni korteks Wistar $takora. (a) Prikaz HT7 imunoreaktivnosti u medijalnom
entorinalnom korteksu, crvenoj jezgri te CA3 polju hipokampusa tri dana nakon inokulacije tau
oligomera. (b) Prikaz HT7 imunoreaktivnosti u medijalnom entorinalnom Kkorteksu,
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; CA3,
CA3 polje. Mjerilo = 50 um.

Nakon primjene tau oligomera u medijalni entorinalni Kkorteks zivotinja, uo¢ena HT7
imunoreaktivnost u crvenoj jezgri vjerojatno nastaje njihovim Sirenjem preko primarnog
motori¢kog korteksa i primarnog somatosenzorickog korteksa (Slika 31a). Tri dana nakon
inokulacije tau fibrila u zivotinje, HT7 imunoreaktivnost uocena je kaudalno u retikularnoj

jezgri mosta, bez prisutnosti u neokortikalnim podrué¢jima (Slika 31b).
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Slika 31. Sirenje tau oligomera i tau fibrila tri dana nakon inokulacije u medijalni
entorinalni korteks Stakora. (a) Prikaz HT7 imunoreaktivnosti u crvenoj jezgri, primarnom
motori¢ckom 1 primarnom somatosenzori¢kom korteksu tri dana nakon intracerebralne primjene
tau oligomera. (b) Prikaz HT7 imunoreaktivnosti u retikularnoj jezgri mosta, primarnom
motori¢kom i primarnom somatosenzorickom 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 motori¢ki 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 ATS
protutijela

Kako bi se usporedio uc¢inak tau oligomera i tau fibrila na stvaranje i Sirenje neurofibrilarnih
promjena, napravljena je semikvantitativna analiza AT8 imunoreaktivnosti (pSer202/pThr205)
Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon primjene u medijalni entorinalni korteks Wistar Stakora.
Analizirana su podruc¢ja na razini injiciranja (-6,84 mm od bregme) (Tablica 11), rostralno
(-5,64 mm od bregme) (Tablica 10) i kaudalno od mijesta injiciranja (-8,04 mm od bregme)
(Tablica 12). Rezultati su prikazani kao ilustracija razine kodirane bojom, gdje je nedostatak
imunoreaktivnosti  prikazan  sivom, slaba imunoreaktivnost zelenom, umjerena
imunoreaktivnost Zutom, umjereno jaka imunoreaktivnost narancastom a jaka

imunoreaktivnost crvenom bojom.

5.3.1. Pracéenje Sirenja neurofibrilarnin promjena nakon primjene tau

oligomera

Pracenje neurofibrilarnih promjena na razini rostralno od mjesta inokulacije tau oligomera (-

5,64 mm od bregme)

Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau oligomera u Zivotinja uo¢ena je umjereno jaka AT8

imunoreaktivnost ograni¢ena samo na vidno podruéje (Slika 32a).

Nakon osam mjeseci umjerena AT8 imunoreaktivnost uo¢ena je u zivotinja rostralno od mjesta
injiciranja u dorzolateralnom entorinalnom korteksu, amigdalo-piriformnom prijelaznom
podrucju, amigdalo-hipokampalnom podrucju, vidnom i sluSnom podrucju, dok je u preostalim

podruéjima uocena slaba AT8 imunoreaktivnost (Slika 32a).

Jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera u zivotinja uocena je umjereno jaka AT8
imunoreaktivnost u dorzolateralnom entorinalnom  korteksu, amigdalo-piriformnom
prijelaznom podrucju, amigdalo-hipokampalnom podru¢ju, srednjem mozgu te u
molekularnom, zrnatom i polimorfnom sloju nazubljene vijuge. U polju CAl uocena je
umjerena AT8 imunoreaktivnost dok je u polju CA3, ventralnom i dorzalnom subikulu uo¢ena
slaba AT8 imunoreaktivnost (Slika 32a, Slika 33).
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Pracenje neurofibrilarnih promjena na razini inokulacije tau oligomera (-6,84 mm od bregme)

Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau oligomera u Zivotinja nije uodena AT8 imunorektivnost
medijalno od mjesta injiciranja, u podru¢ju entorinalnog korteksa i dorzalno od mjesta
injiciranja u podrucju ektorinalnog i peririnalnog korteksa, ventralnog i dorzalnog subikula te
polja CAl. Dorzalno od mjesta injiciranja, u molekularnom sloju subikula, postusubikulu,
presubikulu, molekularnom sloju nazubljene vijuge i asocijacijskom podrucju sljepoocnog
reznja uocena je slaba AT8 imunoreaktivnost, dok je umjereno jaka AT8 imunoreaktivnost
uocena u vidnom 1 sluSnom podru¢ju te srednjem mozgu. U restrosplenijalnom podrucju,

presubikulu i parasubikulu uocena je umjerena AT8 imunoreaktivnost (Slika 32b).

Osam mjeseci nakon primjene tau oligomera u Zivotinja uocena je slaba AT8 imunoreaktivnost
medijalno od mjesta injiciranja u svim podruc¢jima entorinalnog korteksa, te dorzalno od mjesta
injiciranja u dorzalnom i ventralnom subikulu, dok je polje CAl i dalje bez AT8
imunoreaktivnosti. U retrosplenijalnom korteksu, presubikulu i parasubikulu uocena je

umjereno jaka AT8 imunoreaktivnost (Slika 32b).

Jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera u Zzivotinja uofena je umjerena ATS8
imunoreaktivnost u retrosplenijalnom korteksu, vidnom, slusnom 1 asocijacijskom podrucju
sljepoo¢nog reznja, u peririnalnom i dorzolateralnom entorinalnom korteksu te presubikulu,
parasubikulu i ventralnom subikulu (Slika 34). AT8 imunoreaktivnost je bila umjereno jaka u
medijalnom te dorzalnom i ventralnom intermedijalnom entorinalnom korteksu. U CAL1 polju

uocena je slaba AT8 imunoreaktivnost (Slika 32b).

Takoder, dolazi do Sirenja AT8 imunoreaktivnosti na suprotnu stranu mozga od mjesta primjene
tau oligomera. Nakon osam i jedanaest mjeseci uocena je jaka AT8 imunoreaktivnost u
entorinalnom korteksu, retrosplenijalnom korteksu i vidnom korteksu, dok je u CA3 polju
uocena slaba AT8 imunoreaktivnost (Slika 35, Slika 36).
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Pracenje neurofibrilarnih promjena na razini kaudalno od mjesta inokulacije tau oligomera

(-8,04 mm od bregme)

Kaudalno, ¢etiri mjeseca nakon inokulacije tau oligomera u zivotinja, unutar entorinalnog
podrucja, u dorzolateralnom entorinalnom korteksu uocena je umjerena AT8 reaktivnost, dok
je u medijalnom, kaudomedijalnom i ventralnom intermedijalnom entorinalnom korteksu, te
peririnalnom i ektorinalnom korteksu uocena slaba AT8 imunoreaktivnost. U asocijacijskom
podru¢ju sljepoocnog reznja i retrosplenijalnom podru¢ju uocena je umjerena ATS8
imunoreaktivnost. Umjereno jaka AT8 imunoreaktivnost uocena je u srednjem mozgu i vidnom
podrucju (Slika 32c).

Osam mjeseci nakon inokulacije tau oligomera u Zivotinja, AT8 imunoreaktivnost se pojacala
u podru¢jima entorinalnog korteksa, peririnalnog i1 ektorinalnog korteksa, dok je oslabila

jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera u Zivotinja (Slika 32c).
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a) Bregma: -5,64 mm, razina rostralno od mjesta intracerebralne primjene

_4m 11 m

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

4‘m‘ o

Slika 32. Semikvantitativna analiza AT8 imunoreaktivnosti etiri, osam i jedanaest
mjeseci nakon primjene tau oligomera u medijalni entorinalni Korteks $takora. (a)
Analizirana podrucja rostralno od mjesta inokulacije (-5,64 mm od bregme), (b) na razini
inokulacije (-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
imunoreaktivnosti  prikazan sivom, slaba imunoreaktivnost zelenom, umjerena
imunoreaktivnost ~Zutom, umjereno jaka imunoreaktivnost naranCastom a jaka

imunoreaktivnost crvenom bojom.
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Slika 33. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina u inokuliranoj hemisferi
Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera, vizualizirana AT8
protutijelom. Reprezentativne slike prikazuju AT8 imunoreaktivnost u podrué¢jima
entorinalnog korteksa, CA1l polju, CA3 polju. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau
oligomere; EC, entorinalni korteks; CA1, CAl polje; CA3, CA3 polje. Mjerilo = 50 pm.
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Slika 34. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina u inokuliranoj hemisferi
Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera, vizualizirana AT8
protutijelom. Reprezentativne slike prikazuju AT8 imunoreaktivnost u retrosplenijalnom
granularnom korteksu, vidnom korteksu i zrnatom sloju nazubljene vijuge. TO, skupina
zZivotinja koja je primila tau oligomere; RSG, retrosplenijalni zrnati korteks; VC, vidni korteks;

GrDG, zrnati sloj nazubljene vijuge. Mjerilo = 50 pm.
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Slika 35. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina na suprotnoj hemisferi cetiri,
osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera, vizualizirana AT8
protutijelom. Reprezentativne slike prikazuju AT8 imunoreaktivnost u podrué¢jima
entorinalnog korteksa, CA1 polju i CA3 polju. TO, skupina zivotinja koja je primila tau
oligomere; EC, entorinalni korteks; CA1, CA1 polje; CA3, CA3 polje. Mjerilo = 50 um.
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Slika 36. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina na suprotnoj hemisferi Cetiri,
osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera, vizualizirana AT8
protutijelom. Reprezentativne slike prikazuju AT8 imunoreaktivnost u retrosplenijalnom
granularnom korteksu, vidnom korteksu i zrnatom sloju nazubljene vijuge. TO, skupina
zivotinja koja je primila tau oligomere; RSG, retrosplenijalni zrnati korteks; VC, vidni korteks;

GrDG, zrnati sloj nazubljene vijuge. Mjerilo = 50 pm.
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5.3.2. Pracenje sirenja neurofibrilarnih promjena nakon primjene tau

fibrila

Pracenje neurofibrilarnih promjena na razini rostralno od mjesta inokulacije tau fibrila (-5,64

mm od bregme)

Cetiri mjeseca nakon primjene tau fibrila u Zivotinja, rostralno od mjesta injiciranja uodena je
jaka AT8 imunoreaktivnost u retrosplenijalnom, vidnom i slusnom podrucju te srednjem
mozgu. Umjereno jaka AT8 imunoreaktivnost uocena je u asocijacijskom podrucju sljepoo¢nog
reznja, ektorinalnom korteksu, dorzolateralnom entorinalnom korteksu, amigdalo-piriformnom
prijelaznom podrucju, amigdalo-hipokampalnom podrucju, dorzalnom subikulu, talamusu,
CAL1 polju, te u molekularnom, granularnom i polimorfnom sloju nazubljene vijuge. Umjerena
AT8 reaktivnost prisutna je u peririnalnom korteksu, ventralnom subikulu i CA3 polju

hipokampusa. U crvenoj jezgri uocena je slaba AT8 imunoreaktivnost (Slika 38).

Osam mjeseci nakon primjene tau fibrila u zivotinja, u restrosplenijalnom korteksu,
dorzolateralnom entorinalnom korteksu, amigdalo-piriformnom prijelaznom podrucju, CAl
polju, ventralnom subikulu, talamusu i srednjem mozgu uofena je umjereno jaka AT8
imunoreaktivnost, dok je u asocijacijskom podrucju sljepoocnog reznja, ektorinalnom korteksu
i dorzalnom subikulu uo¢ena umjerena AT8 imunoreaktivnost. U CA3 polju uocena je slaba

AT8 imunoreaktivnost.

Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila u Zzivotinja, uoCena je umjerena ATS8
imunoreaktivnost u retrosplenijalnom i vidnom podruéju, te dorzolateralnom entorinalnom
korteksu, dok je u preostalim podruéjima vidljiva slaba AT8 imunoraktivnost (Slika 37a; Slika
39).

Uoceno je Sirenje AT8 imunoreaktivnosti na suprotnu stranu mozga od mjesta primjene tau
fibrila u Zivotinja. Cetiri mjeseca nakon primjene tau fibrila u Zivotinja, uodena je jaka AT8
imunoreaktivnost u entorinalnom korteksu, retrosplenijalnom i vidnom podruc¢ju, CA1 polju te
granularnom sloju nazubljene vijuge. Nakon osam mjeseci od primjene tau fibrila u Zivotinja,
AT8 imunoreaktivnost se Siri na CA3 polje hipokampusa (Slika 40; Slika 41). Uoceno je
smanjene AT8 imunoreaktivnosti u svim podru¢jima mozga jedanaest mjeseci nakon primjene

tau fibrila u Zivotinja (Slika 37).
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Pracenje neurofibrilarnih promjena na razini inokulacije tau fibrila (-6,84 mm od bregme)

Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau fibrila u Zivotinja, na razini mjesta injiciranja, uo¢ena je
jaka AT8 imunorektivnost u vidnom podrucju i srednjem mozgu, dok je umjereno jaka ATS8
imunorektivnost utvrdena u retrosplenijlanom i sluSnom podru¢ju, te postubikulumu,
presubikulu i CA1 polju. U ventralnom subikulu, presubikulu, parasubikulu i medijalnom
entorinalnom korteksu uocCena je umjerena AT8 imunoreaktivnost. U dorzalnom subikulu,
kaudomedijalnom entorinalnom korteksu, molekularnom sloju subikula i u molekularnom sloju

nazubljene vijuge uocena je slaba AT8 imunoreaktivnost (Slika 37b; Slika 39).

Osam mjeseci nakon primjene tau fibrila u Zzivotinja, uofena je umjereno jaka ATS
imunoreaktivnost u dorzalnom subikulu, CA1l polju, molekularnom sloju subikula,
molekularnom sloju nazubljene vijuge, presubikulu, parasubikulu, asocijacijskom podrucju
sljepooCnog reznja, ektorinalnom korteksu te medijalnom, ventralnom intermedijalnom 1i
dorzalnom intermedijalnom korteksu. Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila u Zivotinja,

AT8 imunoreaktivnost je slaba do umjerena u svim podrué¢jima mozga (Slika 37b).

Pracenje neurofibrilarnih promjena na razini kaudalno od mjesta inokulacije tau fibrila (-8,04

mm od bregme)

Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau fibrila u Zivotinja, U asocijacijskom podrugju sljepoo&nog
reznja, dorzolateralnom, medijalnom i ventralnom intermedijalnom entorinalnom korteksu, te
peririnalnom i ektorinalnom korteksu uocCena je slaba AT8 imunoreaktivnost. U
kaudomedijalnom entorinalnom korteksu, postsubikulu, parasubikulu i vidnom podrucju
uocena je umjereno jaka AT8 imunoreaktivnost. U srednjem mozgu uocena je jaka, a U mostu

umjereno jaka AT8 imunoreaktivnost (Slika 37c).

Osam myjeseci nakon primjene tau fibrila u Zivotinja, uocena je slaba AT8 imunoreaktivnost u
kaudomedijalnom, dorzolateralnom, medijalnom i ventralnom intermedijalnom entorinalnom
korteksu, postsubikulu i1 parasubikulu, dok je u asocijacijskom podrucju sljepoocnog reznja,
restrosplenijalnom podrucju, asocijacijskom podru¢ju sljepoocnog reznja uofena umjerena

AT8 imunoreaktivnost. U vidnom podrucju uocena je jaka AT8 imunoreaktivnost (Slika 37c).

Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila u zivotinja, uo¢ena je slaba AT8 imunoreaktivnost
u asocijacijskom podrucju sljepoocnog reznja, entorinalnom, peririnalnom i ventralnom
intermedijalnom entorinalnom korteksu te retrosplenijalnom podru¢ju, postsubikulu,

parasubikulu i mostu. U dorzolateralnom i kaudomedijalnom entorinalnom korteksu te
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srednjem mozgu uocena je umjerena AT8 imunoreaktivnost. Umjereno jaka AT8

imunoreaktivnost uocena je u vidnom podrucju (Slika 37c).

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

11m

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

a4m 8m 11m

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

am 8m 11m

bregma-04mm | | Intersurs 496 man

Slika 37. Semikvantitativna analiza AT8 imunoreaktivnosti ¢etiri, osam i jedanaest mjeseci nakon
primjene tau fibrila u medijalni entorinalni korteks Stakora. (a) Analizirana podrucja 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 narancastom a jaka imunoreaktivnost

crvenom bojom.
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Slika 38. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina u inokuliranoj hemisferi
Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila, vizualizirana AT8
protutijelom. Reprezentativne slike prikazuju AT8 imunoreaktivnost u podrué¢jima
entorinalnog korteksa, CA1 polju i CA3 polju. TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile;
EC, entorinalni korteks; CA1, CA1 polje; CA3, CA3 polje. Mjerilo = 50 um.
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Slika 39. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina u inokuliranoj hemisferi
Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila, vizualizirana AT8
protutijelom. Reprezentativne slike prikazuju AT8 imunoreaktivnost u retrosplenijalnom
granularnom korteksu, vidnom korteksu i zrnatom sloju nazubljene vijuge. TF, skupina
zivotinja koja je primila tau fibrile; RSG, retrosplenijalni zrnati korteks; VC, vidni korteks;

GrDG, zrnati sloj nazubljene vijuge. Mjerilo = 50 pm.
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Slika 40. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina na suprotnoj hemisferi ¢etiri,
osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila, vizualizirana AT8 protutijelom.
Reprezentativne slike prikazuju AT8 imunoreaktivnost u podru¢jima entorinalnog korteksa,
CA1 polju i CA3 polju. TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; EC, entorinalni korteks;
CAl, CAl polje; CA3, CA3 polje. Mjerilo =50 pm.
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Slika 41. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina na suprotnoj hemisferi Cetiri,
osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila, vizualizirana AT8 protutijelom.
Reprezentativne slike prikazuju AT8 imunoreaktivnost u retrosplenijalnom granularnom
korteksu, vidnom korteksu i zrnatom sloju nazubljene vijuge. TF, skupina zivotinja koja je
primila tau fibrile; RSG, retrosplenijalni zrnati korteks; VC, vidni korteks; GrDG, zrnati sloj

nazubljene vijuge. Mjerilo = 50 um.
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5.3.3. Pracenje Sirenja neurofibrilarnih promjena nakon inokulacije

fizioloSke otopine

Cetiri mjeseca nakon primjene fizioloske otopine u Zivotinja, AT8 imunoreaktivnost nije
prisutna na razini injiciranja te na razinama rostralno i kaudalno od mjesta injiciranja, dok je
nakon osam i jedanaest mjeseci uoc¢ena slaba AT8 imunoreraktivnost u kontrolnim skupinama

zivotinja (Slika 42; Slika 43).
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Slika 42. Semikvantitativna analiza AT8 imunoreaktivnosti na razinama -6,84 mm, -5,64
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 43. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina ¢etiri, osam i jedanaest
mjeseci nakon inokulacije fizioloSke otopine, vizualizirana AT8 protutijelom.
Reprezentativne slike prikazuju analizirana podru¢ja AT8 protutijelom nakon inokulacije
fizioloSke otopine u (@) istoj i (b) suprotnoj hemisferi u podruéju 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; CA1, CA1 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 tau proteina u
hipokampalnoj formaciji | drugim podrucjima mozdane
kore

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

Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau oligomera u Zivotinja uo¢ena je MC1 imunoreaktivnost u
entorinalnom korteksu, CA1 polju, ventralnom subikulu i amigdalo-piriformnom prijelaznom
podrucju. Nakon osam mjeseci od inokulacije tau oligomera u Zivotinja, MC1 imunoreaktivnost
je i dalje prisutna u entorinalnom korteksu, CA1 polju i ventralnom subikulu, ali nije uoc¢ena u
amigdalo-piriformno prijelaznom podrucju. Nakon jedanaest mjeseci od inokulacije tau
oligomera u zivotinja, slaba MCI1 imunoreaktivnost prisutna je u amigdalo-piriformnom

prijelaznom podrucju dok u ostalim podru¢jima mozga nije uoc¢ena (Slika 44).

Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau fibrila u Zivotinja uo¢ena je MC1 imunoreaktivnost u
entorinalnom korteksu i amigdalo-piriformnom prijelaznom podruc¢ju. Nakon osam mjeseci od
inokulacije tau fibrila u zivotinja, MC1 imunoreaktivnost je uocena u entorinalnom korteksu,
CAL1 polju, ventralnom subikulu i amigdalo-piriformno prijelaznom podrucju. Nakon jedanaest
mjeseci od inokulacije tau fibrila u Zivotinja, MC1 imunoreaktivnost viSe nije prisutna u

analiziranim podruc¢jima mozga (Slika 45).

U kontrolnoj skupini zivotinja koja je primila fiziolosku otopinu nije prisutna MCI1

imunoreaktivnost u svim analiziranim podruc¢jima mozga (Slika 46).
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Slika 44. Imunohistokemijska analiza konformacijski promijenjenog tau proteina nakon

inokulacije tau oligomera. Prikaz MC1 imunoreaktivnosti u entorinalnom korteksu, CA1
polju, ventralnom subikulu i amigdalo-piriformnom prijelaznom podrudju Cetiri, osam i
jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera. MC1 imunoreaktivnost ukazuje na
patolosku konformaciju tau proteina. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; EC,
entorinalni korteks; CA1, CAL polje; VSub, ventralni subikul, APir; amigdalo-piriformno

prijelazno podru¢je. Mjerilo = 50 pm.
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Slika 45. Imunohistokemijska analiza konformacijski promijenjenog tau proteina nakon

inokulacije tau fibrila. Prikaz MC1 imunoreaktivnosti u entorinalnom korteksu, CA1 polju,
ventralnom subikulu i amigdalo-piriformnom prijelaznom podrucju Cetiri, osam i jedanaest
mjeseci nakon inokulacije tau fibrila. MC1 i imunoreaktivnost ukazuje na patolosku
konformaciju tau proteina. TF, skupina zivotinja koja je primila tau fibrile; EC, entorinalni
korteks; CA1, CALl polje; VSub, ventralni subikul; APir, amigdalo-piriformno prijelazno
podrucje. Mjerilo = 50 um.
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Slika 46. Prikaz MC1 imunoreaktivnosti nakon inokulacije fizioloske otopine. CTR,

skupina zivotinja koja je primila fiziolosku otopinu; EC, entorinalni korteks; CA1, CAl polje;
VSub, ventralni subikul; APir, amigdalo-piriformno prijelazno podru¢je. Mjerilo = 50 um.
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5.5. Utjecaj inokulacije tau oligomera i tau fibrila u medijalni
entorinalni korteks Wistar stakora na gubitak sinapsi

Gubitak sinapsi kljucan je patogeni proces koji utjeCe na pojavu simptoma u AD (317). Kako
bi se analiziralo da li tau oligomeri i tau fibrili inokulirani u zivotinje ulaze u sinapse i utjecu
na njihovo propadanje, vizualizirana je njihova kolokalizacija sa sinaptofizinom,

presinaptickim proteinom koji se veze na vezikule u presinapsama.

Uocena je kolokalizacija sa sinaptofizinom u CA3 polju hipokampusa osam i jedanaest mjeseci
nakon inokulacije tau oligomera u zivotinja (Slika 47), te Cetiri i jedanaest mjeseci nakon

inokulacije tau fibrila u Zivotinja (Slika 48).
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Slika 47. Kolokalizacija presinapti¢kog proteina sinaptofizina s tau oligomerima u mozgu
Stakora. (a) Reprezentativne slike prikazuju CA3 polje hipokampusa ¢etiri, osam i jedanaest
mjeseci nakon inokulacije tau oligomera. Strelica na slici pokazuje signal kolokalizacije. (b)
Uvecana slika signala kolokalizacije u CA3 polju osam mjeseci nakon inokulacije tau
oligomera. (c) Uvecana slika signala kolokalizacije u CA3 polju jedanaest mjeseci nakon
inokulacije tau oligomera. TO, skupina zivotinja koja je primila tau oligomere. Mjerilo = 20

um za sliku a) i d), te 2 um za sliku b), ¢).
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Slika 48. Kolokalizacija presinapti¢kog proteina sinaptofizina s tau fibrilima u mozgu
Stakora. (a) Reprezentativne slike prikazuju CA3 polje hipokampusa ¢etiri, osam i jedanaest
mjeseci nakon inokulacije tau fibrila. Strelica na slici pokazuje signal kolokalizacije. (b)
Uvecana slika signala kolokalizacije u CA3 polju osam mjeseci nakon inokulacije tau fibrila.
(c) Uvecana slika signala kolokalizacije u CA3 polju jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau
fibrila. TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile. Mjerilo = 20 pm za sliku a) i d), te 2

um za sliku b), C).
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5.6. Prikaz nakupljanja amiloida-g 1 sparenih uzvojitih
filamenata tau proteina metodom bojanja Tioflavinom S

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

metodom bojanja Tioflavinom S.

Nakon inokulacije tau oligomera u zivotinja, u medijalnom entorinalnom korteksu uocen je
pozitivni signal koji odgovara zrelim neurofibrilarnim snopi¢ima i amiloidu-f . Intenzitet i
koli¢ina uocenog signala se povecala osam 1 jedanaest mjeseci od primjene tau oligomera u
zivotinja. U CAL1 polju Cetiri, 0sam i jedanaest mjeseci od primjene tau oligomera u Zivotinja,
uoceni su zreli neurofibrilarni snopiéi i amiloid-f, dok su u molekularnom sloju subikula uoceni

izvanstani¢ni neurofibrilarni snopici (Slika 49).

Nakon inokulacije tau fibrila u Zivotinja, u medijalnom entorinalnom korteksu uocen je izrazen
pozitivni signal koji odgovara zrelim neurofibrilarnim snopi¢ima i amiloidu-f. U CA1 polju
Cetiri, osam i jedanaest mjeseci od primjene tau fibrila u zivotinja, uoceni su zreli neurofibrilarni
snopi¢i i amiloid-p, dok su u molekularnom sloju subikula uoceni su izvanstani¢ni

neurofibrilarni snopici i neuriticki plakovi (Slika 50).

U kontrolnoj skupini zivotinja nije uo¢en signal u analiziranim podru¢jima mozga, Cetiri, osam

I jedanaest mjeseci nakon primjene fizioloSke otopine u Zivotinja (Slika 51).
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Slika 49. Prikaz neurofibrilarnih promjena i amiloida u mozgu $takora nakon inokulacije
tau oligomera vizualizirano bojanjem Tioflavinom S. Reprezentativne slike prikazuju
analizirana podrucja 4, 8 i 11 mjeseci nakon inokulacije tau oligomera. TO, skupina Zivotinja
koja je primila tau oligomere; MEC, medijalni entorinalni korteks; CAl, CA1 polje; MosS,

molekularni sloj subikula. Mjerilo = 50 um.
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Slika 50. Prikaz neurofibrilarnih promjena i amiloida u u mozgu S$takora nakon
inokulacije tau fibrila vizualizirano bojanjem Tioflavinom S. Reprezentativne slike
prikazuju analizirana podrucja 4, 8 i 11 mjeseci nakon inokulacije tau oligomera. TF, skupina
Zivotinja koja je primila tau fibrile; CAl, CAl polje; MEC, medijalni entorinalni korteks; MoS,

molekularni sloj subikula. Mjerilo = 50 um.
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Slika 51. Analiza bojanjem Tioflavinom S u kontrolnoj skupini Zivotinja. Reprezentativne
slike prikazuju analizirana podru¢ja 4, 8 i 11 mjeseci nakon inokulacije fizioloske otopine.
CTR, skupina Zivotinja koja je primila fiziolosku otopinu; MEC, medijalni entorinalni korteks;

CAl, CA1 polje; MoS, molekularni sloj subikula. Mjerilo = 50 um.

121



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 zivotinja uzrokuje agregaciju i Sirenje endogenog Stakorskog tau proteina 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 jezgri raphe i retikularnoj jezgri mosta

(-8,04 mm od bregme)

Osam mjeseci nakon inokulacije tau oligomera u zivotinja dolazi do stvaranja inkluzija
pozitivnih na bojanje po Gallyasu u crvenoj jezgri. U kasnijoj vremenskoj to¢ki, jedanaest

mjeseci nakon inokulacije tau oligomera u zivotinja uoceni su globozni neurofibrilarni snopiéi.

Kaudalno od mjesta primjene tau oligomera u zivotinja uo¢ene su inkluzije u retikularnoj jezgri
mosta. Inkluzije su nadene samo Cetiri i osam mjeseci nakon primjene tau oligomera u Zivotinja.
Neurofibrilarne promjene uocene su i u dorzalnoj raphe jezgri osam i jedanaest mjeseci nakon

inokulacije tau oligomera u zivotinja (Slika 52).

U skupini Zivotinja koja je primila tau fibrile uo¢ene su neurofibrilarne promjene u crvenoj
jezgri u svim istrazenim vremenskim toCkama. Neurofibrilarne promjene uocene su u
retikularnoj jezgri mosta osam mjeseci, a u dorzalnoj raphe jezgri osam i jedanaest mjeseci

nakon inokulacije tau fibrila u zivotinja (Slika 53).
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Slika 52. Prikaz inkluzija pozitivnih na bojanje po Gallyasu nastalih nakon inokulacije
tau oligomera u medijalni entorinalni korteks $takora. Reprezentativne slike Gallyas
bojanja metodom po Braaku prikazuju crvenu jezgru, dorzalnu raphe jezgru i retikularnu jezgru
mosta Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera TO, skupina Zivotinja
koja je primila tau oligomere; RN, Crvena jezgra; DRN, dorzalna raphe jezgra; PnO, retikularna

jezgra mosta. Mjerilo = 50 pm.
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Slika 53. Prikaz inkluzija pozitivnih na bojanje po Gallyasu nastalih nakon inokulacije
tau fibrila u medijalni entorinalni korteks. Reprezentativne slike Gallyas bojanja metodom
po Braaku prikazuju crvenu jezgru, dorzalnu raphe jezgru i retikularnu jezgru mosta éetiri, osam
i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila. TF, skupina zivotinja koja je primila tau fibrile;
RN, Crvena jezgra; DRN, dorzalna raphe jezgra; PnO, retikularna jezgra mosta. Mjerilo = 50

pm.
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5.7.2. Inkluzije pozitivne na bojanje po Gallyasu u dorzolateralnom
entorinalnom korteksu, te CA3 i CAl polju hipokampusa (-5,64 mm

od bregme)

Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera (Slika 54) i tau fibrila (Slika
55) u medijalni entorinalni korteks zivotinja uoceno je stvaranje inkluzija pozitivnih na bojanje
po Gallyasu u dorzolateralnom entorinalnom korteksu. Inkluzije su uo¢ene u CA3 i CAl polju
hipokampusa osam i jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera u zivotinja. Osam mjeseci
nakon primjene tau oligomera u Zivotinja uoceni su zreli snopi€i, a jedanaest mjeseci nakon
primjene tau oligomera u Zivotinja uoceni su argirofilni neurofibrilarni snopic¢i u CA3 polju
hipokampusa (Slika 54). Nakon primjene tau fibrila u zivotinja uocene su inkluzije pozitivne
na bojanje po Gallyasu u CA1 i CA3 polju hipokampusa u svim vremenskim to¢kama (Slika
55).
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Slika 54. Prikaz inkluzija pozitivnih na bojanje po Gallyasu nastalih nakon inokulacije
tau oligomera 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 tau oligomera.TO, skupina
zivotinja koja je primila tau oligomere; DLEnt, dorzolateralni entorinalni korteks; CA1, CAl

polje; CA3, CA3 polje. Mjerilo = 50 um.

126



Slika 55. Prikaz inkluzija pozitivnih na bojanje po Gallyasu nastalih nakon inokulacije
tau fibrila u medijalni entorinalni korteks $takora. Reprezentativne slike Gallyas bojanja
metodom po Braaku prikazuju dorzolateralni entorinalni korteksu te CAl i CA3 polje
hipokampusa Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila. TF, skupina
zivotinja koja je primila tau fibrile; DLEnt, dorzolateralni entorinalni korteks; CA1, CA1 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 u zivotinja
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. Analizirana su podruéja 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 56) i tau fibrila (Slika
57) u medijalni entorinalni korteks Zivotinja uocene su promjene u hipokampalnoj formaciji
(CA3). Osam mjeseci nakon primjene tau oligomera u zivotinja, u dorzalnoj raphe jezgri uo¢ene
su neurofibrilarne promjene (Slika 56). Neurofibrilarne promjene uocene su Cetiri i jedanaest
mjeseci nakon primjene tau fibrila u zivotinja u dorzalnoj raphe jezgri (Slika 57). U crvenoj
jezgri neurofibrilarne promjene uocene su jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera

(Slika 56), te Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila u zivotinja (Slika 57).
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Slika 56. Prikaz neurohistopatoloSkih promjena bojanjem otopinom srebrnog nitrata
prema Bielschowskom. Reprezentativne slike prikazuju CA3 polje hipokampusa, dorzalnu
raphe jezgru i crvenu jezgru cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau
oligomera.TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; CA3, CA3 polje; RN, Crvena

jezgra; DRN, dorzalna raphe jezgra. Mjerilo = 50 pm.
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Slika 57. Prikaz neurohistopatoloskih promjena bojanjem otopinom srebrnog nitrata
prema Bielschowskom. Reprezentativne slike prikazuju CA3 polje hipokampusa, dorzalnu
raphe jezgru i crvenu jezgru Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila. TF,
skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CA3, CA3 polje; RN, Crvena jezgra; DRN,
dorzalna raphe jezgra. Mjerilo = 50 um.
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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 tau proteina (HT7, epitopi tau proteina Covjeka 159-163) i ukupnog tau
proteina (Tau5) analizirana je iz homogenata cijelog entorinalnog korteksa i hipokampusa
Stakora 4, 8 1 11 mjeseci nakon inokulacije tau fibrila, tau oligomera ili fizioloske otopine u
medijalni entorinalni korteks $takora. Intenzitet signala proteina je kvantificiran i normaliziran
prema ukupnom signalu svih proteina u uzorku. Zbirni prikaz parametara dvosmjernog

ANOVA testa dobiveni analizom Western blot metode prikazani su u Tablici 25.

Razina tau proteina covjeka (HT7) u entorinalnom korteksu stakora

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

ljudskog tau proteina i ukupnog tau proteina u tim uzorcima (Slika 58a).

Nisu uocene statisticki znacajne promjene u razini ljudskog tau proteina (Interakcija tretmana i
vremena = Fa,20)= 1,898, p = 0,15;) (Slika 58b) i ukupnog tau proteina (Interakcija tretmana i
vremena = Fa,24)= 0,779, p = 0,55) (Slika 58c) u uzorcima homogenata entorinalnog korteksa

Stakora.
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Slika 58. Detekcija tau proteina ¢ovjeka (HT7) i ukupnog tau proteina (Tau5) u
entorinalnom korteksu $takora 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 (b) tau
proteina ¢ovjeka i () ukupnog tau proteina. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost + SD
relativnog intenziteta signala na Western blotu normaliziranog prema ukupnom sadrzaju
proteina u uzorcima entorinalnog korteksa. N = 5. 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. Podaci su analizirani dvosmjernim
ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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Razina tau proteina covjeka (HT7) u hipokampusu Stakora

Razina tau proteina ¢ovjeka u homogenatima hipokampusa stakora mjerena je Western blot
metodom, a predocene slike membrana su reprezentativan prikaz detekcije tau proteina covjeka

i ukupnog tau proteina u navedenim uzorcima (Slika 59a).

Nisu uocene statisti¢ki znacajne promjene u razini ljudskog tau proteina (Interakcija = F, 19) =
0,645, p = 0,64) (Slika 59b) i ukupnog tau proteina (Interakcija = Fga, 200= 1,795, p = 0,17)
(Slika 59c) u uzorcima homogenata hipokampusa stakora.
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Slika 59. Detekcija tau proteina Covjeka (HT7) i ukupnog tau proteina (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 (b) tau proteina ¢ovjeka i
(c) ukupnog tau proteina. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost = SD relativnog
intenziteta signala na Western blotu normaliziranog prema ukupnom sadrzaju proteina u
uzorcima hipokampusa. N = 5. 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. Podaci su analizirani dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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5.9.2. Razina oligomernog oblika tau proteina u hipokampusu i
entorinalnom korteksu Stakora analizirana pomocu T22 protutijela

specifi¢nog za injicirane tau oligomere

Razina oligomernog oblika tau proteina (T22) i ukupnog tau proteina (Tau5) analizirana je iz
homogenata hipokampusa i cijelog entorinalnog korteksa stakora 4, 8 i 11 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. Zbirni prikaz parametara dvosmjernog ANOVA testa dobiveni analizom Western blot
metode prikazani su u Tablici 25.

Razina oligomernog oblika tau proteina u entorinalnom korteksu stakora

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

tau proteina i ukupnog tau proteina u navedenim uzorcima (Slika 60a).

Nisu uocene statisti¢ki zna¢ajne promjene u razini oligomernog oblika tau proteina (Interakcija
= F,24y= 0,786, p = 0,55) (Slika 60b) i ukupnog tau proteina (Interakcija = F, 25 = 0,399, p =

0,80) (Slika 60c) u uzorcima homogenata entorinalnog korteksa stakora.
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Slika 60. Detekcija oligomernog oblika tau proteina (T22) i ukupnog tau proteina (Taub)
u entorinalnom korteksu $takora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloske
otopine. (a) Reprezentativan prikaz oligomernog oblika tau proteina (T22) i ukupnog tau
proteina (Tau5) Western blot metodom. Grafovi prikazuju relativni intenzitet signala (b)
oligomernog oblika tau proteina i (c) ukupnog tau proteina. Svaki stupac predstavlja srednju
vrijednost = SD relativnog intenziteta signala na Western blotu normaliziranog prema ukupnom
sadrZaju proteina u uzorcima entorinalnog korteksa. N = 5. 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. Podaci su analizirani dvosmjernim

ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
Razina oligomernog oblika tau proteina u hipokampusu stakora

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

proteina i ukupnog tau proteina u navedenim uzorcima (Slika 61a).
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Nisu uocene statisti¢ki znacajne promjene u razini oligomernog oblika tau proteina (Interakcija
= F,23)= 0,928, p = 0,46) (Slika 61b) u uzorcima homogenata hipokampusa stakora. Dolazi
do statisticki znacajnog utjecaja primijenjenih tau oligomera na razinu ukupnog tau proteina
(Interakcija = Fu, 24y = 3,692, p < 0,05; Tretman = F, 24y = 4,003, p < 0,05) u uzorcima
homogenata hipokampusa stakora (Slika 61c).
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Slika 61. Detekcija oligomernog oblika tau proteina (T22) i ukupnog tau proteina (Taub)
u hipokampusu $takora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloske otopine.
(a) Reprezentativan prikaz oligomernog oblika tau proteina (T22) i ukupnog tau proteina (Tau5)
Western blot metodom. Grafovi prikazuju relativni intenzitet signala (b) oligomernog oblika
tau proteina i (c) ukupnog tau proteina. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost £ SD
relativnog intenziteta signala na Western blotu normaliziranog prema ukupnom sadrzaju
proteina u uzorcima hipokampusa. N = 5. 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. Podaci su analizirani dvosmjernim ANOVA
testom uz Tukey post-hoc test.
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5.10. Analiza izrazaja fosforiliranog tau proteina Western blot
metodom

Izrazaj tau proteina 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 u homogenatima
cijelog 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. Fosforilacija tau proteina izrazena je kao omjer imunoreaktivnosti
fosforiliranog tau proteina prema ukupnom tau. Zbirni prikaz parametara dvosmjernog

ANOVA testa dobiveni analizom Western blot metode prikazani su u Tablici 25.

5.10.1. IzraZaj tau proteina fosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205

(ATS)

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

Stakora

Razina fosforiliranog tau proteina (AT8) u homogenatima entorinalnog korteksa stakora
mjerena je Western blot metodom, a predocene slike membrane su reprezentativan prikaz

detekcije fosforiliranog tau proteina i ukupnog tau proteina u navedenim uzrocima (Slika 62a).

Nisu uocene statisticki zna¢ajne promjene u omjeru fosforiliranog (ATS, p-tau Ser202/Thr205)
i ukupnog tau proteina (Interakcija = F, 26y = 0,959, p = 0,45) (Slika 62b), kao i u izrazaju
fosforiliranog tau proteina (Interakcija = Fu, 26) = 1,112, p = 0,37) (Slika 62c) u uzorcima

homogenata entorinalnog korteksa sStakora.

Uocena je smanjena ekspresija ukupnog tau proteina jedanaest mjeseci nakon primjene
fizioloske otopine (Vrijeme = F, 26 = 6,156, p < 0,01) u odnosu na Cetiri mjeseca nakon
primjene (p < 0,05) u kontrolnoj skupini Zivotinja. Nije uoCena statisticki znacajna razlika u
ekspresiji ukupnog tau proteina u entorinalnom korteksu primjenom tau oligomera i tau fibrila
tijekom vremena (Interakcija = F, 26) = 1,055, p = 0,40) (Slika 62d).
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Slika 62. Izrazaj tau proteina fosforiliranog na Ser202/Thr205 (AT8) u entorinalnom
korteksu $takora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fiziolo§ke otopine. (a)
Reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog tau proteina (AT8) i ukupnog tau proteina
(Tau5) Western blot metodom. (b) Fosforilacija tau proteina izraZena je kao omjer
imunoreaktivnosti AT8 prema ukupnom proteinu tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) tau
proteina fosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205 (AT8) 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. N = 5.
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.

* p<0,05. Podaci su analizirani dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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Izrazaj tau proteina fosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205 u hipokampusu Stakora

Razina fosforiliranog tau proteina (AT8) u homogenatima hipokampusa Stakora mjerena je
Western blot metodom, a predocene slike membrana su reprezentativan prikaz detekcije

fosforiliranog tau proteina i ukupnog tau proteina u navedenim uzorcima (Slika 63a).

Analizom omjera fosforiliranog (p-tau Ser202/Thr205) i ukupnog tau proteina u hipokampusu
Zivotinja uoCen je statisticki zna¢ajan utjecaj primijene tau fibrila (Interakcija = Fga, 21)= 5,496,
p < 0,01; Vrijeme = F (221) =6,092, p = 0,01; Tretman = F (221) = 3,058, p = 0,05). Jedanaest
mjeseci nakon primjene tau fibrila u Zivotinja, dolazi do znacajne promjene u omjeru
fosforiliranog i ukupnog tau proteina u hipokampusu zivotinja u odnosu na omjer tau proteina
izmjeren nakon Cetiri mjeseca (p < 0,05) 1 osam mjeseci (p < 0,01). Uocena je i znaCajna
promjena u omjeru fosforiliranog (AT8) i ukupnog tau proteina u odnosu na kontrolnu skupinu
Zivotinja iste dobi (p < 0,05) (Slika 63b).

Uocen je statisticki znacajan utjecaj primijenjenih tau fibrila na fosforilirani proteini tau (AT8S,
p-tau Ser202/Thr205) u hipokampusu zivotinja (Interakcija = Fu,21)= 6,292, p < 0,01; Vrijeme
= F (221) =6,541, p = 0,01; Tretman = F (221) = 7,199, p = 0,004). Jedanaest mjeseci nakon
primjene tau fibrila u Zivotinja, izmjerena je povecana ekspresija fosforiliranog tau proteina u
hipokampusu Zivotinja u odnosu na kontrolnu skupinu Zzivotinja iste dobi (p < 0,001) i1 na
skupinu zivotinja koje su primile tau oligomere (p <0,01). Takoder, dolazi do porasta ekspresije
fosforiliranog tau proteina u hipokampusu Zivotinja u odnosu na ekspresiju fosforiliranog tau
proteina izmjerenu nakon Cetiri mjeseca (p < 0,05) i nakon osam mjeseci (p < 0,001) (Slika
63c).

Mijerenjem ukupnog tau proteina u hipokampusu Zivotinja uoc¢eno je da primjena tau oligomera
dovodi do statisti¢ki znacajnog sniZenja ekspresije tau proteina (Vrijeme = F, 21)= 13,65, p <
0,001) osam mjeseci (p < 0,05) i jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera (p < 0,01).
Cetiri mjeseca nakon tretmana, ekspresija ukupnog tau proteina bila je povecana u skupini
zivotinja koje su primile tau oligomere u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja iste dobi (p <
0,05). Nije uocena statisticki znac¢ajna razlika u ekspresiji ukupnog tau proteina u hipokampusu
Zivotinja primjenom tau fibrila tijekom vremena (Interakcija = Fu,21y= 1,910, p = 0,15) (Slika
63d).
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Slika 63. Izrazaj tau proteina fosforiliranog na Ser202/Thr205 (AT8) u hipokampusu
Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. ()
Reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog tau proteina (AT8) i ukupnog tau proteina
(Tau5) Western blot metodom. (b) Fosforilacija tau proteina izrazena je kao omjer
imunoreaktivnosti AT8 prema ukupnom proteinu tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) tau
proteina fosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205 (AT8) i (d) ukupnog tau proteina. Svaki
stupac predstavlja srednju vrijednost = SD relativnog intenziteta signala na Western blotu
normaliziranog prema ukupnom sadrZaju proteina u uzorcima hipokampusa. N = 5. 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;

*** pn < 0,001. Podaci su analizirani dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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5.10.2. Izrazaj tau proteina fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 (PHF1)

Izrazaj tau proteina fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 u entorinalnom korteksu stakora

Razina tau proteina 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 tau proteina i ukupnog tau proteina u navedenim
uzorcima (Slika 64a).

Nisu uocene statisti¢ki znacajne promjene u omjeru fosforiliranog i ukupnog tau proteina
(Interakcija = Fu,27)= 1,002, p = 0,42) (Slika 64b), kao i u izrazaju tau proteina fosforiliranog
na Ser396/Ser404 (Interakcija = F, 27y = 0,962, p = 0,44) (Slika 64c) i ukupnog tau proteina
(Interakcija = F@, 27y = 0,969, p = 0,44) (Slika 64d) u uzorcima homogenata entorinalnog
korteksa stakora.
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Slika 64. Izrazaj tau proteina fosforiliranog na Ser396/Ser404 u entorinalnom korteksu
Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. ()
Reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog tau proteina (PHF1) i ukupnog tau proteina
(Tau5) Western blot metodom. (b) Fosforilacija tau proteina izraZena je kao omjer
imunoreaktivnosti PHF1 prema ukupnom proteinu tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) tau
proteina fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 (PHF1) 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. N = 5.
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.

Podaci su analizirani dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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Izrazaj tau proteina fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 u hipokampusu stakora

Izrazaj tau proteina 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 tau proteina i ukupnog tau proteina u navedenim uzrocima (Slika
65a).

Analizom omjera fosforiliranog i ukupnog tau proteina u hipokampusu zivotinja uocen je
statisticki znacajan utjecaj primijenjenih tau fibrila tijekom vremena (Interakcija = Fu, 27) =
3,120, p < 0,05; Vrijeme = F (227) =6,997, p = 0,004). Jedanaest mjeseci nakon primjene tau
fibrilau Zivotinja, dolazi do znacajnog povecanja u omjeru fosforiliranog i ukupnog tau proteina
u hipokampusu Zivotinja u odnosu na omjer fosforiliranog i ukupnog tau proteina nakon cetiri

mjeseca (p < 0,05) i osam mjeseci (p < 0,01) (Slika 65b).

Uocena je statisticki znacajna razlika u vrijednostima fosforiliranog tau proteina (p-tau
Ser396/Ser404) u hipokampusu zivotinja primjenom tau fibrila tijekom vremena (Vrijeme =
Fe, 27 = 8,453, p < 0,01). Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila u Zivotinja, dolazi do
porasta ekspresije fosforiliranog tau proteina u hipokampusu zivotinja u odnosu na ekspresiju
proteina izmjerenu nakon osam mjeseci od primjene tau fibrila u zivotinja (p < 0,01), dok nisu
uocene Statisticki znacajne razlika u ekspresiji fosforiliranog tau proteina u hipokampusu

zivotinja primjenom tau oligomera (Interakcija = F,27)= 1,492, p = 0,23) (Slika 65c).

Nisu uocene statisticki znacajne promjene u ekspresiji ukupnog tau proteina u hipokampusu
zivotinja (Interakcija = Fg,27)= 2,014, p = 0,12) (Slika 65d).
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Slika 65. Izrazaj tau proteina fosforiliranog na Ser396/Ser404 u hipokampusu $takora
nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. (a) Reprezentativan
prikaz detekcije fosforiliranog tau proteina (PHF1) i ukupnog tau proteina (Tau5) Western blot
metodom. (b) Fosforilacija tau proteina izraZena je kao omjer imunoreaktivnosti PHF1 prema
ukupnom proteinu tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) tau proteina fosforiliranog na serinu
396 i serinu 404 (PHF1) i (d) ukupnog tau proteina. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost
+ SD relativnog intenziteta signala na Western blotu normaliziranog prema ukupnom sadrZaju
proteina u uzorcima hipokampusa. N = 5. 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. Podaci su analizirani dvosmjernim
ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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5.10.3. IzraZaj tau proteina fosforiliranog na serinu 202 (CP13)

Izrazaj tau proteina fosforiliranog na serinu 202 u entorinalnom korteksu stakora

Izrazaj tau proteina fosforiliranog na serinu 202 (CP13) mjeren je u homogenatima entorinalnog
korteksa Stakora Western blot metodom, a predocene slike membrana su reprezentativan prikaz
detekcije fosforiliranog tau proteina (CP13) i ukupnog tau proteina u navedenim uzorcima
(Taub) (Slika 66a).

Nisu uocene statisticki znacajne promjene u omjeru fosforiliranog (CP13, p-tau Ser202) i
ukupnog tau proteina u uzorcima homogenata entorinalnog korteksa stakora (F,2)= 2,003, p =
0,12) (Slika 66b).

Nije uocena statisti¢ki znacajna promjena u ekspresiji fosforiliranog tau proteina (CP13, p-tau
Ser202) u entorinalnom Kkorteksu stakora primjenom tau oligomera i tau fibrila (Interakcija =
F,27y= 0,453, p = 0,77). Osam mjeseci nakon primjene fizioloSke otopine u Zivotinja dolazi do

pada u razini fosforiliranog tau proteina (Vrijeme = F,27)= 10,78, p < 0,001) (Slika 66c).

Nije uoCena statisticki znacajna promjena u ekspresiji ukupnog tau proteina u uzorcima

homogenata entorinalnog korteksa Stakora (Interakcija = Fu, 27y = 2,362, p = 0,08) (Slika 66d).
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Slika 66. Izrazaj tau proteina fosforiliranog na Ser202 u entorinalnom korteksu $takora
nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. (a) Reprezentativan
prikaz detekcije fosforiliranog tau proteina (CP13) i ukupnog tau proteina (Tau5) Western blot
metodom. (b) Fosforilacija tau proteina izrazena je kao omjer imunoreaktivnosti CP13 prema
ukupnom proteinu tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) tau proteina fosforiliranog na serinu
202 (CP13) 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. N = 5. 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. Podaci su analizirani

dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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Izrazaj tau proteina fosforiliranog na serinu 202 u hipokampusu Stakora

Izrazaj tau proteina fosforiliranog na serinu 202 (CP13) mjeren je u homogenatima
hipokampusa Stakora Western blot metodom, a predocene slike membrana su reprezentativan
prikaz detekcije fosforiliranog tau proteina (CP13) i ukupnog tau proteina (Tau5) u navedenim

uzorcima (Slika 67a).

Mjerenjem omjera fosforiliranog (p-tau Ser202) i ukupnog tau proteina u hipokampusu
zivotinja uoceno je da primjena tau fibrila dovodi do statisti¢ki znacajne promjene u omjeru tau
proteina (Vrijeme = F, 15y= 32,17, p < 0,0001) nakon osam i jedanaest mjeseci. Osam mjeseci
nakon primjene tau fibrila u zivotinja, dolazi do pada u omjeru fosforiliranog i ukupnog tau
proteina u odnosu na omjer tau proteina nakon Cetiri mjeseca od primjene tau fibrila u Zivotinja
(p < 0,05). Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila u zivotinja, dolazi do porasta omjera
fosforiliranog i ukupnog tau proteina u hipokampusu Zivotinja u odnosu na ekspresiju proteina
izmjerenu nakon osam mjeseci (p < 0,05). Nije uocena statisticki znacajna razlika u omjeru
fosforiliranog i ukupnog tau proteina u hipokampusu primjenom tau oligomera tijekom
vremena (Interakcija = F, 15)= 2,010, p = 0,14) (Slika 67Db).

Mjerenjem fosforiliranog tau proteina (CP13, p-tau Ser202) u hipokampusu uoceno je
statisticki znac¢ajno snizenje ekspresije tau proteina (Vrijeme = F2, 18)= 19,78, p < 0,001) osam
mjeseci nakon primjene tau fibrila u odnosu na Cetiri mjeseca nakon primjene (p < 0,05).
Takoder, osam mjeseci nakon primjene fizioloske otopine dolazi do pada u razini fosforiliranog
tau proteina u odnosu na Cetiri mjeseca primjene fizioloSke otopine (p < 0,01). Nije uocena
statisticki znacajna razlika u ekspresiji fosforiliranog tau proteina u hipokampusu primjenom

tau oligomera tijekom vremena (Interakcija = F, 18)= 0,694, p = 0,60) (Slika 67c).

Nisu uocene statisticki zna¢ajne promjene u ekspresiji ukupnog tau proteina u hipokampusu
zivotinja (Interakcija = F,18)= 1,560, p = 0,23) (Slika 67d).
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Slika 67. Izrazaj tau proteina fosforiliranog na Ser202 u hipokampusu Stakora nakon
inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. (a) Reprezentativan prikaz
detekcije fosforiliranog tau proteina (CP13) i ukupnog tau proteina (Tau5) Western blot
metodom. (b) Fosforilacija tau proteina izrazena je kao omjer imunoreaktivnosti CP13 prema
ukupnom proteinu tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) tau proteina fosforiliranog na serinu
202 (CP13) i (d) ukupnog tau proteina. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost + SD
relativnog intenziteta signala na Western blotu normaliziranog prema ukupnom sadrzaju
proteina u uzorcima hipokampusa. N = 5. 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. Podaci su analizirani dvosmjernim
ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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5.10.4. IzraZaj tau proteina fosforiliranog na treoninu 212 i serinu 214
(AT100)

Izrazaj tau proteina fosforiliranog na serinu treoninu 212 i serinu 214 u entorinalnom korteksu

Stakora

Izrazaj tau proteina 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 tau proteina (AT100) i ukupnog
tau proteina (Tau5) u navedenim uzorcima (Slika 68a).

Nisu uocene statistiCki znaCajne promjene u omjeru tau proteina fosforiliranog na
Thr212/Ser214 i ukupnog tau proteina (Interakcija = F,25)= 1,053, p = 0,40) (Slika 68b), kao
i u izrazaju fosforiliranog tau proteina (p-tau Thr212/Ser214) (Interakcija = F, 25 = 1,461, p =
0,24) (Slika 68c) i ukupnog tau proteina (Interakcija = F, 26y = 0,446, p = 0,77) (Slika 68d) u

uzorcima homogenata entorinalnog korteksa stakora.
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Slika 68. Izrazaj tau proteina fosforiliranog na Thr212/Ser214 u entorinalnom korteksu
Stakora nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. ()
Reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog tau proteina (AT100) i ukupnog tau proteina
(Tau5) Western blot metodom. (b) Fosforilacija tau proteina izrazena je kao omjer
imunoreaktivnosti AT100 prema ukupnom proteinu tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) tau
proteina fosforiliranog na treoninu 212 i serinu 214 (AT2100) 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. N = 5.
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.

Podaci su analizirani dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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Izrazaj tau proteina fosforiliranog na serinu treoninu 212 i serinu 214 u hipokampusu Stakora

Izrazaj tau proteina fosforiliranog na treoninu 212 i serinu 214 (AT100) mjeren je u
homogenatima hipokampusa Stakora Western blot metodom, a predocene slike membrana su
reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranog tau proteina (AT100) i ukupnog tau proteina

(Tau5) u navedenim uzorcima (Slika 69a).

Nisu uocene statisticki znacajne promjene u omjeru tau proteina fosforiliranog na
Thr212/Ser214 i ukupnog tau proteina (Interakcija = F,25)= 0,753, p = 0,56) (Slika 69b), kao
iu izrazaju ukupnog tau proteina (Inetrakcija = F, 25)= 0,539, p = 0,71) (Slika 69d) u uzorcima
homogenata hipokampusa stakora.

UocCen je statisticki znaCajan utjecaj primijenjenih tau oligomera tijekom vremena na
fosforilirani tau protein (AT100, p-tau Thr212/Ser214) u hipokampusu zivotinja (Interakcija =
F, 25 = 3,495, p < 0,05; Vrijeme = F (225) =12,30, p =0,0002; Tretman = F (2,25) = 4,333, p =
0,02). Cetiri mjeseca nakon primjene, poveéana ekspresija fosforiliranog tau proteina utvrdena
je u skupini zivotinja koja je primila tau oligomere u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja (p
<0,05) i na skupinu zivotinja koja je primila tau fibrile (p < 0,01). Smanjena je razina ekspresije
fosforiliranog tau proteina osam mjeseci (p < 0,01) i jedanaest mjeseci (p < 0,01) nakon
primjene tau oligomera u zivotinja u odnosu na ekspresiju proteina izmjerenu nakon cCetiri

mjeseca od primjene tau oligomera u zivotinja (Slika 69c).
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Slika 69. Izrazaj tau proteina fosforiliranog na Thr212/Ser214 u hipokampusu $takora
nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. (a) Reprezentativan
prikaz detekcije fosforiliranog tau proteina (AT100) i ukupnog tau proteina (Tau5) Western
blot metodom. (b) Fosforilacija tau proteina izraZena je kao omjer imunoreaktivnosti AT100
prema ukupnom proteinu tau. Grafovi prikazuju ekspresiju (c) tau proteina 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 hipokampusa. N = 5. 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. Podaci su analizirani

dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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5.11. Ucinak inokulacije tau oligomera i tau fibrila na
fosforilaciju tau proteina mjereno ELISA metodom

ELISA metodom izmjerena je razina tau proteina 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 tau proteina
izmjerena je iz uzoraka likvora stakora. Zbirni prikaz parametara dvosmjernog ANOVA testa

dobiveni analizom ELISA metode prikazani su u Tablici 25.

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

entorinalnom korteksu i hipokampusu Stakora

U entorinalnom korteksu, uocen je statisticki znaCajan utjecaj primjene tau oligomera i tau
fibrila na razinu fosforiliranog tau proteina (p-tau Ser396/Ser404) tijekom vremena (Interakcija
= F@,27=203,4, p < 0,0001; Vrijeme = F (2.25) =324,0, p < 0,0001; Tretman = F (2,25) = 241,1,
p <0,0001). Izmjerene su statisti¢ki znacajne razlike u razini fosforiliranog tau proteina u prvoj
testiranoj vremenskoj toc¢ki (nakon Cetiri mjeseca), u skupini Zivotinja koja je primila tau
oligomere u odnosu na skupinu zivotinja koja je primila tau fibrile (p < 0,0001) i kontrolnu
skupinu zivotinja (p < 0,0001). Takoder, u toj skupini Zivotinja nakon Cetiri mjeseca uocena je
veca razina fosforiliranog tau proteina u odnosu na njegovu razinu osam (p < 0,01) i jedanaest
mjeseci (p < 0,05) nakon primjene tau oligomera. U skupini zivotinja kojoj su primijenjeni tau
fibrili, nakon Cetiri mjeseca uocen je porast fosforiliranog tau proteina u odnosu na kontrolnu
skupinu zivotinja (p < 0,0001). Dolazi do porasta fosforiliranog tau proteina u Zivotinja u
kasnijim vremenskim to¢kama, odnosno 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 8m vs. TF
11m, p < 0,0001). Jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera dolazi do porasta
fosforiliranog tau proteina u odnosu na kontrolnu skupinu Zzivotinja (p < 0,001) i skupinu
zivotinja koja je primila tau fibrile (p < 0,001). Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila u
toj skupini zivotinja dolazi do porasta fosforiliranog tau proteina u odnosu na kontrolnu skupinu
zivotinja (p < 0,0001) (Tablica 21; Slika 70a).

U hipokampusu, uocen je statisti¢ki znacajan utjecaj primjene tau oligomera i tau fibrila na
razinu fosforiliranog tau proteina (p-tau Ser396/Ser404) (Interakcija = Fu, 27y = 19,38, p <
0,0001; Tretman = F (2,27) = 71,58, p < 0,0001). U hipokampusu, Cetiri mjeseca nakon tretmana

zivotinja, izmjerene su statisticki znacajne razlike u razini fosforiliranog tau proteina u skupini
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zivotinja koja je primila tau fibrile u odnosu na skupinu zivotinja koja je primila tau oligomere
(p <0,001) i kontrolnu skupinu zivotinja (p < 0,0001). Osam mjeseci nakon primjene tau fibrila
u ovoj skupini Zivotinja uocen je porast fosforiliranog tau proteina u odnosu na skupinu
zivotinja koja je primila tau oligomere (p < 0,0001). Osam mjeseci nakon tretmana, te jedanaest
mjeseci nakon tretmana, skupina zivotinja koja je primila tau oligomere ima manje
fosforiliranog tau proteina u odnosu na kontrolnu skupinu (TO 8m vs. CTR 8m, p < 0,0001;
TO 11mvs. CTR 11m, p < 0,0001) (Tablica 22; Slika 70b).

Tablica 21. Razina fosforiliranog tau proteina (pSer396/Ser404) iz uzoraka entorinalnog
korteksa Stakora.

EC TO TF CTR

100,61 2,80 64,40 0,93 14,83 + 0,89
4m ****#$ **&8 *&11 ****$

89,66 + 1,71 87,81 £ 8,95 94,25 + 2,83
8m ****#4

91,90 + 1,08 103,10 +2,58 81,62 + 1,29
11m **$ ****$, #4,8 **&

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + SD od 5 zivotinja po skupini. EC, entorinalni
korteks; TO, skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je
primila tau fibrile; CTR, skupina Zivotinja koja je primila fizioloSku otopinu; $ u usporedbi s
CTR; # u usporedbi sa TF; #4 u usporedbi sa TF u vremenskoj to¢ki 4 mjeseca; #g u usporedbi
sa TF u vremenskoj tocki 8 mjeseci; & u usporedbi s TO, &g u usporedbi s TO u vremenskoj
to¢ki 8 mjeseci, &11 u usporedbi s TO u vremenskoj to¢ki 11 mjeseci. *p < 0,05; ** p < 0,01,
*** p < 0,001; **** p < 0,0001. Podaci su obradeni dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey
post-hoc test.

Tablica 22. Razina fosforiliranog tau proteina (pSer396/Ser404) iz uzoraka hipokampusa
Stakora.

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

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + SD od 5 zivotinja po skupini. HC, hipokampus; TO,
skupina Zivotinja koja je primila tau oligomere; TF, skupina zivotinja koja je primila tau fibrile;
CTR, skupina zivotinja koja je primila fiziolosku otopinu. $ u usporedbi s CTR; # u usporedbi
sa TF; & u usporedbi s TO. *p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; **** p <0,0001. Podaci su

obradeni dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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Slika 70. Ucdinak inokulacije tau oligomera i tau fibrila na razinu tau proteina
fosforiliranog na Ser396/Ser404. ELISA metodom izmjerena je razina tau proteina
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 dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey post-hoc test, svaki
stupac predstavlja srednju vrijednost £ SD. N = 5. 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;
*** n < 0,001; **** p < 0,0001.
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5.11.2. Razina ukupnog tau proteina u likvoru Stakora

U likvoru, uocen je statisticki znacajan utjecaj primjene tau fibrila na razinu ukupnog tau
proteina (Interakcija = F, 25 = 7,646, p < 0,001; Vrijeme = F (2.25) =7,223, p = 0,003; Tretman
=F (225) = 32,02, p < 0,0001). Koncentracija ukupnog tau proteina visa je ¢etiri mjeseca nakon
primjene tau fibrila u ovoj skupini zivotinja u odnosu na skupinu zivotinja koja je primila tau
oligomere (p < 0,01) i kontrolnu skupinu Zivotinja (p < 0,0001). Izmedu osmog i jedanaestog
mjeseca dolazi do porasta ukupnog tau proteina u skupini zivotinja koja je primila tau fibrile (p
<0,05). Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila veca je razina ukupnog tau proteina u ovoj
skupini Zivotinja u odnosu na skupinu koja je primila tau oligomere (p < 0,0001) (Tablica 23;
Slika 71).

Tablica 23. Razina ukupnog tau proteina iz uzoraka likvora $takora.

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

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost = SD 0d 5 Zivotinja po skupini. TO, skupina Zivotinja
koja je primila tau oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR, skupina
Zivotinja koja je primila fiziolosku otopinu. $ u usporedbi s CTR; # u usporedbi sa TF; #s u
usporedbi sa TF u vremenskoj to¢ki 8 mjeseci; & u usporedbi s TO. Podaci su obradeni

dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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Slika 71. U¢inak inokulacije tau oligomera i tau fibrila na razinu ukupnog tau proteina u
likvoru $takora. ELISA metodom izmjerena je razina ukupnog tau proteina u likvoru Stakora
Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke
otopine. Podaci su analizirani dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey post-hoc test, svaki
stupac predstavlja srednju vrijednost = SD. N = 5. 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 < 0,01, **** p <0,0001.

5.12. Pracenje ucinka primjene tau oligomera i tau fibrila na
stvaranje amiloida-f

Imunohistokemijskom metodom bojanja analizirano je nakupljanje amiloida-p u mozgu Wistar
Stakora Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera, tau fibrila ili fizioloske
otopine. U tu svrhu, koriSteno je 4G8 protutijelo na amiloid-p koje se veze na aminokiselinske
ostatke 17-24, odnosno na epitop 18-22 unutar amiloid-f 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
Stakora prikazan je na Slici 72. Kontrolna skupina prikazana je na Slici 73. Rezultati su
prikazani grafi¢ki kao postotak opterecenja amiloid beta plakovima unutar odredenog ROI
podrucja. Zbirni prikaz parametara dvosmjernog ANOVA testa dobiveni kvantifikacijom

amiloida-p prikazani su u Tablici 25.
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Slika 72. Izrazaj biljega 4G8 u dorzolateralnom entorinalnom korteksu, hipokampusu i

vidnom korteksu Stakora. Reprezentativan prikaz Cetiri, osam i jedanaest mjeseci nakon
inokulacije tau oligomera i tau fibrila. DLEnt, 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 pm.
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Slika 73. Izrazaj biljega 4G8 u dorzolateralnom entorinalnom korteksu, hipokampusu i
vidnom korteksu Stakora. Reprezentativan prikaz Cetiri, osam 1 jedanaest mjeseci nakon
inokulacije fizioloSke otopine. DLENt, 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 pm.
5.12.1. Prikaz opterecéenja plakovima na razini -5,64 mm bregme

Unutar razine -5,64 mm od bregme analizirana su ROI podru¢ja definirana kao ROI I:
retrosplenijalno, vidno i slusno podrucje, asocijacijsko podrucje sljepoocnog reznja, ektorinalni
i peririnalni korteks; ROI IlI: dorzolateralni entorinalni korteks; ROI Ill: ventralni i dorzalni
subikul, nazubljena vijuga, CAl i CA3 polje (Slika 74a).

Uocen je statisticki znacajan utjecaj primijenjenih tau fibrila na stvaranje plakova u Zivotinja u
ROI | (Interakcija = F, 17y = 11,20, p = 0,0001; Vrijeme = F (217) =10,54, p = 0,001; Tretman
= F (217) = 31,96, p < 0,0001). Uoceno je povecanje povrsine zaokupljene plakovima osam
mjeseci nakon primjene tau fibrila (p = 0,0001). Takoder, znatna je razlika u optere¢enju

plakovima osam mjeseci nakon primjene tau fibrila u navedenoj skupini zivotinja u odnosu na
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skupinu Zivotinja koja je primila tau oligomere i kontrolnu skupinu zZivotinja (p < 0,0001) (Slika
74b).

Uocen je statisticki znacajan utjecaj primijenjenih tau oligomera na stvaranje plakova u
zivotinja u ROI 1l (Interakcija = Fa, 1) = 3,00, p = 0,05; Vrijeme = F (218) =3,00, p = 0,05;
Tretman = F (2,18) = 3,00, p = 0,05). Plakovi su uo¢eni samo jedanaest mjeseci nakon primjene
tau oligomera (TO 4m vs. TO 11m, p < 0,05; TO 8m vs. TO 11m, p < 0,05; TO 11m vs. TF
11m, p<0,05; TO 11mvs. CTR 11m, p < 0,05) (Slika 74c).

Uocen je statistiCki znacajan utjecaj primijenjenih tau oligomera na stvaranje plakova u
zivotinja u ROI I (Vrijeme = F(2,18)= 8,52, p < 0,01; Tretman = F (2.18) = 17,64, p < 0,0001).
Nije uocen statisti¢ki znac¢ajan utjecaj tau fibrila na stvaranje plakova (Interakcija = F, 18) =
2,157, p = 0,11). Uoceno je stvaranje amiloidnih plakova u Zivotinja Cetiri mjeseca nakon
primjene tau fibrila (TF 4m vs. CTR 4m, p < 0,05) (Tretman = F (2.18) = 17,64, p < 0,0001).
Osam mjeseci nakon tretmana, skupina zivotinja koja je primila tau oligomere (p < 0,05) i
skupina zivotinja koja je primila tau fibrile (p < 0,05) pokazuju viSe amiloidnih plakova u
odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja iste dobi. Vece je optere¢enje plakovima u Zivotinja

osam u odnosu na jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera (p < 0,05) (Slika 74d).
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Slika 74. Prikaz postotka povrsine zaokupljene amiloidom-f u §takora na razini -5,64 mm

od bregme. (a) llustrativan prikaz analiziranih podru¢ja na razini -5,64 mm od bregme.

Graficki prikaz analize optereéenja plakovima unutar ROI I (b), ROl 11 (c) i ROl 111 (d) mjereno

4, 8 i 11 mjeseci nakon primjene tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. Podatci su

analizirani dvosmjernim ANOVA testom s Tukey post-hoc testom i izrazeni kao srednja

vrijednost + SD. N= 4. 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.
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5.12.2. Prikaz opterecenja plakovima na razini -6,84 mm bregme

Unutar razine -6,84 mm od bregme analizirana su podrucja ROI I: retrosplenijalno, vidno i
slusno podrugje, asocijacijsko podrucje sljepoocnog reznja, ektorinalni i peririnalni korteks;
ROI II: dorzolateralni, dorzalni intermedijalni, ventralni intermedijalni, medijalni i
kaudomedijalni entorinalni korteks; ROI I1I: ventralni i dorzalni subikul, parasubikul,
postsubikul, presubikul, CA1 polje i nazubljena vijuga (Slika 75a).

Nisu uocene statisti¢ki znac¢ajne promjene u stvaranju amiloidnih plakova u zZivotinja u ROI |

(Interakcija = Fs, 18 = 1,073, p = 0,40) (Slika 75b).

Uocen je znacajni utjecaj primijenjenih tau oligomera 1 tau fibrila na stvaranje plakova u
zivotinja u ROI Il (Interakcija = F, 18 = 3,953, p < 0,05; Vrijeme = F = (218) = 78,17, p <
0,000,1; Tretman = F =(21s) = 5,380, p = 0,01). Cetiri mjeseci nakon tretmana, skupina Zivotinja
koja je primila tau oligomere (p < 0,01) i skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile (p < 0,05)
ima viSe amiloidnih plakova u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja. Kroz analizirani
vremenski period uoéeno je povecanje stvaranja amiloidnih plakova u zivotinja nakon tretmana
tau oligomerima (TO 4m vs. TO 8m, p < 0,0001; TO 8m vs. TO 11m, p < 0,0001). Takoder,
isti trend je uoCeni nakon primjene tau fibrila (TF 4m vs. TF 8m, p < 0,0001; TF 8m vs. TF
11m, p <0,0001) u Zivotinja (Slika 75c).

Uocen je statisticki znacajan utjecaj primijenjenih tau oligomera na stvaranje plakova u ROI 111
(Vrijeme = F, 18 = 7,60, p < 0,01) dok nije uoCen statisti¢ki znaCajna utjecaj tau fibrila
(Iterakcija = F@, 18y = 2,487, p = 0,08). Postoji razlika u opterecenju plakovima Cetiri mjeseca
nakon primjene tau oligomera u navedenoj skupini zivotinja u odnosu na skupinu zivotinja koja
je primila tau fibrile (p < 0,05). Nakon primjene tau oligomera u Zivotinja plakovi su prisutni
samo u prvoj testiranoj vremenskoj skupini (TO 4m vs. TO 8m, p <0,05; TO 8m vs. TO 11m,

p < 0,05) odnosno 4 mjeseca nakon primjene tau oligomera u zivotinja (Slika 75d).
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Slika 75. Prikaz postotka povrsine zaokupljene amiloidom-f u §takora na razini -6,84 mm

od bregme. (a) llustrativan prikaz analiziranih podru¢ja na razini -6,84 mm od bregme.

Graficki prikaz analize optereéenja plakovima unutar ROI I (b), ROl 11 (c) i ROl 111 (d) mjereno

4, 8 i 11 mjeseci nakon primjene tau oligomera, tau fibrila ili fizioloSke otopine. Podatci su

analizirani dvosmjernim ANOVA testom s Tukey post-hoc testom i izrazeni kao srednja

vrijednost = SD. N = 4. 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.
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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
podrucdje, asocijacijsko podrucje sljepoocnog reznja, ektorinalni i peririnalni korteks; ROI II:
dorzolateralni, ventralni intermedijalni, medijalni i kaudomedijalni entorinalni korteks; ROl I11:

parasubikul, postsubikul (Slika 76a).

Uocen je statisticki znacajan utjecaj primijenjenih tau oligomera i tau fibrila na stvaranje
plakova u ROI | (Interakcija = Fu, 18 = 6,440, p < 0,01; Vrijeme = F (218) =5,255, p = 0,02;
Tretman = F(21s) =4,655, p = 0,02). Cetiri mjeseci nakon primjene tau oligomera u Zivotinja,
uoceno je vise amiloidnih plakova u odnosu na skupinu zivotinja 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 zivotinja koja je primila tau oligomere (p < 0,05) i kontrolnu skupinu Zivotinja (p <
0,05). Takoder, uoc¢eno je vece optereCenje plakovima u skupini Zivotinja testiranoj osam
mjeseci nakon primjene tau fibrila u odnosu na kasnije testiranu skupinu zivotinja (p < 0,05)
(Slika76b).

U ROI Il nema statisticki znaCajnog utjecaja primjene tau oligomera i tau fibrila (Interakcija =

F@, 18= 1,635, p=0,21) u zivotinja (Slika 76c).

Uocen je statisti¢ki znacajan utjecaj primijenjenih tau fibrila na stvaranje plakova u ROI Il
(Interakcija = F,18)= 4,947, p < 0,01; Vrijeme = F (2,18) =5,946, p = 0,01; Tretman = F (2,1g) =
7,938, p = 0,003). Postoji razlika u optere¢enju plakovima u Zivotinja osam mjeseci nakon
tretmana. Naime, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile imala je viSe amiloidnih plakova
u odnosu na skupinu Zivotinja koja je primila tau oligomere (p < 0,01) i na kontrolnu skupinu
zivotinja (p < 0,01). Takoder je uoCeno veée optereéenje plakovima u skupini Zivotinja
testiranoj osam mjeseci nakon primjene tau fibrila u odnosu na kasnije testiranu skupinu

zivotinja (nakon jedanaest mjeseci) (p < 0,01) (Slika 76d).
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Slika 76. Prikaz postotka povrsine zaokupljene amiloidom-f u §takora na razini -8,04 mm
od bregme. (a) llustrativan prikaz analiziranih podru¢ja na razini -8,04 mm od bregme.
Graficki prikaz analize optereéenja plakovima unutar ROI I (b), ROl 11 (c) i ROl 111 (d) mjereno
4, 8 i 11 mjeseci nakon primjene tau oligomera, tau fibrila ili fizioloske otopine. Podatci su
analizirani dvosmjernim ANOVA testom s Tukey post-hoc testom i izrazeni kao srednja
vrijednost = SD. N = 4. 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.
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5.12.4. U¢inak inokulacije tau oligomera i tau fibrila na stvaranje amiloida-

P22 mjereno ELISA metodom

U cerebrospinalnom likvoru, uocen je statisticki znacajan utjecaj primijenjenih tau oligomera i
tau fibrila na razinu amiloida-B1-42 (Interakcija = F, 26) = 10,65, p < 0,0001; Vrijeme = F (2,26)
=16,19, p < 0,0001; Tretman = F (226) = 178,5, p < 0,0001). Cetiri mjeseca nakon tretmana,
izmjerene su statisticki znacajne razlike u razini amiloida-f1-42 u skupini Zivotinja koja je
primila tau fibrile u odnosu na skupinu Zivotinja koja je primila tau oligomere (p < 0,0001) i
kontrolnu skupinu zivotinja (p < 0,0001). Izmedu Cetvrtog i jedanaestog mjeseca dolazi do
porasta razine amiloida-f1-42 u skupini Zivotinja koja je primila tau oligomere (TO 4m vs. TO
11m, p <0,0001; TO 8mvs. TO 11m, p < 0,0001). Osam mjeseci nakon primjene tau fibrila u
ovoj skupini Zivotinja uocen je porast amiloida-fi-42 U odnosu na skupinu zivotinja koja je
prilila tau oligomere (p < 0,001) i kontrolnu skupinu zivotinja (p < 0,0001). Jedanaest mjeseci
nakon primjene tau fibrila veca je razina amiloida-f1-42 U 0voj skupini Zivotinja u odnosu na
skupinu Zzivotinja koja je primila tau oligomere (p < 0,001) i kontrolnu skupinu Zivotinja (p <
0,0001). Jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera uocen je porast amiloida-f1-42 U OVOj

skupini Zivotinja u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja (p < 0,001) (Tablica 24; Slika 77).

Tablica 24. Razina amiloida-P1.42 iz uzoraka likvora $takora.

Amiloid-p 1.42 TO TF CTR
20,95 = 11,97 2029,20 + 487,60 2029,20 + 3,54
4m ****&$ *#8
66,87 + 9,79 1373,82 + 569,16 1373,82 5,77
8m ****&$
1129,14 + 88,25 1950,85 + 87,05 1950,85 + 6,32
11m ****$’ ****&4,8 ***&, ****$

Podaci su izraZeni kao srednja vrijednost + SD. N=5. TO, skupina Zivotinja koja je primila tau
oligomere; TF, skupina Zivotinja koja je primila tau fibrile; CTR, skupina zivotinja koja je
primila fiziolosku otopinu. $ u usporedbi s CTR; # u usporedbi sa TF; #s u usporedbi sa TF u
vremenskoj to¢ki 8 mjeseci; & u usporedbi s TO; &4 u usporedbi s TO u vremenskoj tocki 4
mjeseca; &s u usporedbi s TO u vremenskoj tocki 8 mjeseci; #g u usporedbi sa TF u vremenskoj

to¢ki 8 mjeseci. Podaci su obradeni dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey post-hoc test.
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Slika 77. U¢inak inokulacije tau oligomera i tau fibrila na razinu amiloida-p 142 u likvoru
Stakora. Podaci su analizirani dvosmjernim ANOVA testom uz Tukey post-hoc test, svaki
stupac predstavlja srednju vrijednost = SD. N = 5. 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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Zbirni prikaz parametra dvosmjernog ANOVA testa dobiveni analizom Western blot metode,

ELISA metode i kvantifikacije amiloida-3 prikazani su u Tablici 25.

Tablica 25. Parametri dvosmjernog ANOVA testa dobiveni analizom Western blot

metode, ELISA metode i kvantifikacije amiloida-f.

Test Parametar Interakcija Vrijeme Tretman
Western EC | HT7 F (4,20) =1,898 | F (2,20) = 3,452 | F (2,20) = 1,310
blot metoda p=0,15 p =0,05 p=0,29
ukupni tau F (4,24) =0,779 | F (2,24) =2,008 | F (2,24) = 0,531
p=0,55 p=0,16 p =0,59
HC | HT7 F (410) = 0,645 | F (210) =5,203 | F (2.10) = 0,403
p =0,64 p=0,01 p =0,67
ukupni tau F (s,20) =1,795 F (2,20) =4,653 F (2.20) = 0,437
p=017 p=0,02 p=0,65
EC | T22 F (4,24) =0,786 F (224) =1,460 F (224) = 4,484
p=0,54 p=0,25 p=0,02
ukupni tau F (4,25) =0,399 F (2,25) =0,8536 | F (2,25) = 4,088
p=0,80 p=0,43 p=0,03
HC | T22 F (s,23) =0,928 F (2,23) =0,938 F (223) =1,433
p=0,46 p=0,40 p=0,26
ukupni tau | F (s24) =3,692 | F (222) =0,602 | F (2,24) = 4,033
p=0,02 p=0,55 p=0,03
EC | AT8/ukupni | F (a26) =0,959 | F (2.26) =0,996 | F (2.26) = 7,497
tau p=0,45 p=0,38 p = 0,003
ATS F (a26) =1,112 F (2,26) =2,638 F (2,26) = 4,904
p=0,37 p=0,09 p=0,01
ukupni tau | F (s26) =1,055 | F (226) =6,156 | F (2,26) = 4,447
p=20,40 p=0,01 p=0,02
HC | AT8/ukupni | F (421) =5,496 | F (2.1) =6,092 | F (2.21) = 3,058
tau p = 0,003 p=0,01 p=20,05
AT8 F (4,21) :6,292 F (2,21) :6,541 F (2,21) = 7,199
p = 0,002 p=0,01 p = 0,004
ukupnitau | F (s21) =1,920 | F (221) =13,65 | F (221) = 9,915
p=0,15 p =0,0002 p =0,001
EC | PHF1/ukup | F (a27) =1,002 | F (227) =8,425 | F (227) = 2,927
ni tau p=0,42 p = 0,002 p=0,07
PHF1 F (4,27) =0,962 F (2,27) =7,632 F (2,27) =0,764
p=0,44 p = 0,002 p=0,47
ukupni tau | F (s27) =0,969 | F (227) =2,074 | F (2.27) = 2,780
p=0,44 p=0,14 p=0,08
HC | PHF1/ukup | F (a27) =3,120 |F (227) =6,997 | F (227) = 1,365
ni tau p=0,03 p = 0,004 p=0,27
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Tablica 25. Nastavak.

Western HC PHF1 F (a27) =1,492 | F (227) =8,453 | F (2.27) = 2,574
blot p=0,23 p = 0,001 p=0,09
metoda ukupni tau F (a27) =2,014 | F(227) =3,266 | F (227) = 1,541
p=0,12 p=0,05 p=0,23
EC CP13/ukupni F (427) =2,003 | F (2.27) =2,152 | F (2,27) = 1,70
tau p=0,12 p=0,13 p=0,20
CP13 F (427) =0,452 | F (227) =10,78 | F (2.27) = 1,538
p=0,77 p = 0,0004 p=0,23
ukupni tau F (427) =2,362 | F(227) =3,108 | F (227) = 1,630
p =0,08 p =0,061 p=0,21
HC CP13/ukupni F (415) =2,010 | F(215) =32,17 | F (2.15) = 12,71
tau p=0,15 p <0,0001 p =0,001
CP13 F (418) =0,694 | F(218) =19,78 | F (2,18) = 3,149
p = 0,60 p <0,0001 p =0,07
ukupni tau F (s,18) =1,560 | F (2,18) =2,281 | F (2,18) = 2,833
p=0,23 p =0,13 p=0,08
EC AT100/ukupni | F (s25) =1,053 | F (225) =0,630 | F (225) = 0,052
tau p =0,40 p =0,54 p=0,95
AT100 F (s25) =1,461 | F (2,25) =3,163 | F (2,25) = 2,062
=024 p =0,06 p=0,15
ukupni tau F (426) =0,446 | F (2,26) =1,575 | F (2.26) = 2,581
p=077 D =0,23 D =0,09
HC AT100/ukupni | F (a25) =0,753 | F (225) =2,919 | F (225) = 1,617
tau p = 0,56 p =0,07 p=0,24
AT100 F (a25) =3,495 | F(2,25) =12,30 | F (2.25) = 4,333
p=0,02 p=0,0002 | p=0,02
ukupni tau F (425) =0,538 | F (2,25) =1,435 | F (2.25) = 0,378
p=071 p =0,26 p=0,69
ELISA EC p-tau F (427) =203,4 | F (227) =324,0 | F (227) = 241,1
metoda Ser396/Ser404 | p <0,0001 p <0,0001 p < 0,0001
HC p-tau F (4,27) =19,38 | F (2,27) =29,99 | F (2,27) =71,58
Ser396/Ser404 | p < 0,0001 p <0,0001 p <0,0001
CSF ukupni tau F (425) =7,646 | F (2,25) =7,223 | F (2,25) = 32,02
p = 0,0004 p = 0,003 p < 0,0001
amiloid-B F (426) =10,65 | F(2,26) =16,19 | F (2.26) = 178,5
p < 0,0001 p<0,0001 |p<0,0001
Kvantifi- | Razina | ROI I F (417) =11,20 | F (217) =10,54 | F (2.17) = 31,96
kacija -5,64 p =0,0001 p = 0,001 p <0,0001
amiloida- od ROl 11 F (418) =3,00 | F (218) =3,00 | F (2,18) = 3,00
B bregme p=0,05 p =0,05 p=0,05
ROI 111 F (4,18) =2,157 F (2,18) =8,520 | F (2,18) =17,64
p=011 p = 0,002 p < 0,0001
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Tablica 25. Nastavak.

Razina | ROl | F (s18) =1,073 | F(218) =13,44 | F (2,18) = 1,073
-6,84 p=0,40 p =0,0003 p=0,36
od ROI I F (418) =3,953 | F (218) =78,17 | F (2.18) = 5,380
bregme p=0,02 p <0,0001 p=0,01
ROI 11 F (s,18) =2,487 | F (2,18) =7,600 | F (2,18) = 2,487
p=0,08 p = 0,004 p=0,11
Razina | ROI | F (418) =6,440 | F (215) =5,255 | F (.18) = 4,655
-8,04 p = 0,002 p=0,01 p=0,02
od ROI 1l F (418) =1,635 | F(218) =7,923 | F (2,18) = 0,544
bregme p=0,20 p =0,003 p=0,59
ROl 111 F (s,18) =4,947 | F (2,18) =5,946 | F (2,18) = 7,938
p=0,01 p=0,01 p =0,003

EC, entorinalni korteks; HC, hipokampus; CSF, likvor; ROI, regija od interesa
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6. RASPRAVA

Po inokulaciji tau oligomera i tau fibrila u medijalni dio entorinalne mozdane kore, rezultati
ovog istrazivanja pokazali su progresiju i Sirenje neurofibrilarnih promjena u divljem tipu
Wistar stakora koje su usporedive s promjenama dokumentiranim u tijeku napredovanja AD-a
u ¢ovjeka. Jedan od brojnih novih rezultata bio je nalaz da je tri dana nakon inokulacije tau
oligomera u medijalni dio entorinalne mozdane kore Stakora, pomoc¢u HT7 protutijela uo¢ena
prisutnost inokuliranog tau proteina (HT7) u primarnoj motori¢koj 1 primarnoj
somatosenzori¢koj mozdanoj kori. Identi¢na je HT7 imunoreaktivnost u istoj vremenskoj tocki
uocena i u neuronima crvene jezgre. Zbog HT7-imunoreaktivnosti neurona primarne motoricke
i somatosenzoricke mozdane kore nije mogucée s apsolutnom sigurno$¢u tvrditi da su se
inokulirani tau proteini u neurone nucleus ruber prosirili retrogradnim aksonskim transportom,
zato §to je moguce da su tamo stigli transsinaptickim prijenosom preko kortikorubralnog trakta
(Ciji aksoni zapo€inju od ishodi$nih neurona u primarnoj motorickoj i somatosenzorickoj

mozdanoj kori) (163).

S druge strane, buduéi da se u neuronima primarne motoricke i primarne somatosenzoric¢ke
mozdane kore Stakora nije mogla dokazati prisutnost tau proteina pomo¢u HT7 protutijela,
sintetski tau fibrili prisutni u neuronima retikularne jezgre mosta mogli su u nju do¢i iskljucivo
retrogradnim aksonskim transportom. Navedeni nalaz je nov jer, prema naSim spoznajama,
dosad nije opisan u znanstvenoj literaturi. Ipak, u tom kontekstu treba spomenuti da je jedno
novije istrazivanje iz 2021. godine ukazalo da se kod modela tauopatije u miSeva u prisutnosti
amiloida-p smjer kretanja patoloskih tau proteina okrece vise prema retrogradnom aksonskom

transportu (318).

Tri dana nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila, oko mjesta inokulacije pomoc¢u ATS8
protutijela nije bilo uoéena fosforilacija na epitopima za koje veze primarno AT8 monoklonsko
protutijelo. Budu¢i da tau fibrili, tau oligomeri i endogeni proteini tau u uobicajenim
okolnostima nisu fosforilirani na serinu 199, serinu 202 i treoninu 205, prisutnost AT8
imunoreaktivnosti potvrduje da su uocene patoloske promjene bile specificno uzrokovane

novacenjem endogenog tau proteina Stakora nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila.

Rezultati ovog istrazivanja takoder su pokazali da inokulacija tau oligomera i tau fibrila
uzrokuje propagaciju neurofibrilarnih promjena iz medijalnog entorinalnog korteksa stakora u

hipokampus, sto je u skladu s prethodnim istrazivanjima koja ukazuju na visoku vulnerabilnost
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perforantnog puta. lako je ishodiste perforantnog puta lateralni entorinalni korteks, u kasnijim
stadijima zahvacen je medijalni entorinalni korteks (135,319,320). Budu¢i da je rana
zahvacenost perforantnog puta jedan od temeljnih patofizioloskih dogadaja u tijeku AD-a
(321,322), rezultati naseg istrazivanja na tragu su spoznaje da je Sirenje patoloskih promjena
eferentnim neuroanatomskim projekcijama entorinalne mozdane kore jako karakteristicno i

ukazuje na sli¢nost s razvojem AD-a.

Opisani rezultati takoder ukazuju na ¢injenicu da inokulirani tau fibrili poti¢u izuzetno brzo
Sirenje ranih promjena tau proteina karakteristicnih za AD koje se mogu dokumentirati pomocu
AT8 imunohistokemijskog prikaza, pri ¢emu se te promjene vrlo rano uoc¢avaju u hipokampusu
(jos je 1977. godine Melvyn Ball nazvao AD ,hipokampalnom demencijom®). Analiza
hipokampusa stakora pokazala je da nastajanje patoloskih promjena i njihovo §irenje ovisi o
vremenu, sli¢no kao i kod mozga ¢ovjeka, kako su to medu prvima opisali Eva i Heiko Braak
(323). U nasem se istrazivanju fosforilacija tau proteina na epitopu koji prepoznaje AT8
protutijelo prvi put pojavila u hipokampusu Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau fibrila. Nakon
toga dokumentirali smo Sirenje navedene promjene i na hipokampus suprotne hemisfere.
Navedeni rezultat u skladu je s ve¢ opisanim slijedom promjena u AD-u u ¢ovjeka prema
kojima stanice III. sloja entorinalnog korteksa Salju projekcije prema kontralateralnoj
hipokampalnoj formaciji (127). Fosforilacija AT8 epitopa takoder je bila uocena u DG suprotne
polutke velikog mozga analiziranih Stakora, $to je u skladu s prethodnim studijama koje opisuju

da je najveca komponenta projekcije entorinalnog korteksa usmjerena prema DG (134-138).

Ipsilateralno antero-posteriorno Sirenje endogenih tau agregata u korteksu ukazuje na
nastanak neurofibrilarnin promjena u asocijacijskim projekcijskim neuronima (324), dok
kontralateralno Sirenje upucuje na ukljué¢enost neurona koji su ishodiste komisurnih projekcija
(325). Pojacano Sirenje neurofibrilarnih promjena u korteksu ipsilateralne i kontralateralne
polutke nakon inokulacije PHF-a iz mozgova osoba s AD-om u 5XxFAD transgeni¢nih miseva
opisano je u studiji Vergare i suradnika (325). Ti rezultati upucuju na zakljucak da Sirenje
patoloskih promjena tau proteina vise ovisi 0 medusobnoj povezanosti pojedinih podrucja

mozdane kore nego 0 blizini mjesta inokulacije patoloski primijenjenih tau proteina.

lako pojedina prethodno objavljena istrazivanja nisu nedvosmisleno potvrdila moguénost
Sirenja tau fibrila izmedu neurona (231,326), U nasem je istrazivanju pokazano da promijenjeni
tau fibrili kao Sablona (template) mogu biti klica (sjeme, seed) za daljnje poticanje i Sirenje
identi¢nih promjena endogenih tau monomera u podru¢jima mozga Stakora Koja su anatomski
povezana s mjestom inokulacije u entorinalnom korteksu. To je u skladu s jednim prijasnjim in
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vivo istrazivanjem koje sugerira da tau fibrili mogu djelovati kao klica za Sirenje
neurofibrilarnih promjena izmedu neurona (213). Sli¢ne rezultate opisala je i jedna studija
grupe Iba i suradnika na transgenicnom misjem modelu AD-a (PS19), prema kojoj je
inokulacija sinteti¢kih tau fibrila u hipokampus kao Sablona (template) potakla promjene
endogenog tau proteina i njihovo daljnje sirenje (spread of the seed) navedenih patoloskih
promjena u druga neuroanatomski povezana podrucja mozga (214). Takoder, ovi rezultati su u
skladu s prijasnjim in vitro istrazivanjima koja pokazuju da sinteticki tau fibrili novace i poticu
pretvorbu endogenog tau proteina u fibrilarne agregate (192,248,327). Pritom razli¢iti oblici
pogresno smotanih tau proteina (tau Sablona, tau templates), kao i udio promijenjenih 3R i 4R
izooblika tau proteina, imaju razlicita biokemijska svojstva od kojih ovisi njihova sposobnost
promjene konformacije endogenih tau proteina, a takoder i brzina Sirenja neurofibrilarnih
promjena u razli¢itim primarnim i sekundarnim tauopatijama, npr. bolesti argirofilnih tjelesaca,
progresivnoj supranuklearnoj kljenuti, kortikobazalnoj degeneraciji i drugima (328). Takoder,
U najnovije vrijeme su opisani razli¢iti dijelovi sredi$njeg zivéanog sustava ¢ovjeka iz kojih
moze zapoceti Sirenje neurofibrilarnih promjena: globus pallidus, capsula interna,
Bergmannova glija u malom mozgu, intermedijarna/magnocelularna zona retikularne
formacije, dorzalna raphe jezgra, amigdala, bazalna jezgra, njusna lukovica, a neke od

navedenih promjena nisu se mogle vizualizirati AT8 protutijelom (329).

Zanimljivo, u nasem je istrazivanju u hipokampusu i entorinalnom korteksu Stakora
inokuliranih tau oligomerima i tau fibrilima od Cetvrtog do jedanaestog mjeseca slabila AT8
imunoreaktivnost, a usporedno su s time vizualizacijom inkluzija pozitivnih na bojenje po
Gallyasu njihov broj i koli¢ine rasle, sli¢no kao i kod razvoja neurofibrilarnih promjena u AD-
u, gdje je rane promjene u stadiju 1 moguce prikazati isklju¢ivo pomo¢u AT8 imunohistokemije
(a tau inkluzije se ne mogu vizualizirati metodama impregnacije otopinom srebrova nitrata),
dok se s napredovanjem bolesti sve vise i bolje navedene promjene mogu vizualizirati
metodama impregnacije srebrom (a u posljednjem stadiju, vjerojatno uslijed uvlacenja ili

raspada epitopa, AT8 imunoreaktivnost nestaje) (78,330).

Za stupnjevanje patoloskih promjena tau proteina koriStena je studija Braaka i suradnika
prema kojoj se stupnjevi ocjenjuju na temelju kombinacije nalaza hiperfosforiliranog tau
proteina (AT8) i Gallyas pozitivnih inkluzija: 1) rani NFT (samo AT8 imunoreaktivnost), 2)
pocetak NFT (AT8 imunoreaktivnost i slabe Gallyas pozitivne inkluzije), 3) NFT (AT8
imunoreaktivnost i Gallyas pozitivne inkluzije), 4) rani izvanstani¢ni snopici (slaba AT8

imunoreaktivnost i ve¢i broj Gallyas pozitivnih inkluzija), 5) izvanstani¢ni snopi¢i (Slaba
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Gallyas reakcija i manji broj Gallyas pozitivnih inkluzija uz potpuni nestanak AT8
imunoreaktivnosti) (330).

Rezultati naseg istrazivanja pokazali su da je, prema stupnjevima razvitka neurofibrilarnih
promjena u AD-u u covjeka koje su predlozili Braak i suradnici (316), veéina inkluzija u
hipokampalnoj regiji i medijalnom entorinalnom korteksu stakora cetiri mjeseca nakon
inokulacije tau fibrila odgovarala 2. stupnju promjena, a nakon osam i jedanaest mjeseci 4.
stupnju patoloskih promjena. Za razliku od tau fibrila, nakon inokulacije tau oligomera u CAl
i CA3 polju hipokampusa nisu uo¢ene patoloSske promjene sve do osmog mjeseca kada su
odgovarale 4. stupnju. Slicno navedenim rezultatima, studija Clavaguere i suradnika pokazala
je da inokulacija ekstrakta mozga iz miSeva s povecanom ekspresijom mutiranog tau proteina
(P301S) u netransgeni¢nog misa dovodi do stvaranja Gallyas Braak pozitivnih inkluzija (nakon
Sest 1 dvanaest mjeseci (249). Takoder, bojanjem tioflavinom S uoceni su zreli neurofibrilarni
snopi¢i u CA1 polju hipokampusa i medijalnom entorinalnom korteksu Stakora ¢ija se koli¢ina
povecala starenjem zivotinja, Sto je rezultat slican onom u studiji Iba i suradnika, u kojoj je
pokazano da inokulacija tau fibrila poti¢e stvaranje tioflavin S inkluzija ¢ija se koli¢ina

povecava tijekom vremena (214).

Usporeduju¢i zivotinje inokulirane tau oligomerima sa zivotinjama inokuliranim tau
fibrilima, primije¢eno je da se razvoj i napredovanje stadija Sirenja patoloskih promjena dogada
daleko brze kod Zivotinja inokuliranih tau fibrilima. Zivotinje inokulirane tau fibrilima veé su
nakon Cetiri mjeseca pokazivale Sirenje fosforiliranog tau proteina (AT8+), koje je odgovaralo
stadiju VI prema Hurtadu i suradnicima, dok su zivotinje inokulirane tau oligomerima u toj
dobi bile u stadiju I/11, nakon osam mjeseci dostigle patologiju koja odgovara stadiju Ill, te
stadiju IV nakon 11 mjeseci. Sumarno, Sirenje fosforiliranog tau proteina (AT8), u sva podrucja
mozga dogada se Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau fibrila (stupanj V1), a uo¢ene promjene
koje nastaju u hipokampusu i entorinalnom korteksu su 2. stupnja prema Braaku i suradnicima
(316), odnosno odgovaraju pocetku nastajanja NFT-a sa slabije pozitivnim inkluzijama

pozitivnima na histokemijsko bojanje po Gallyasu.

Kao $to je ve¢ navedeno, nakon primjene tau oligomera, Sirenje je neurofibrilarnih promjena
u nasem modelu bilo sporije zato $to je bilo potrebno jedanaest mjeseci za zahvacanje svih
podru¢ja mozga Stakora. Promjene koje su nastale u hipokampusu i entorinalnom korteksu
mogle su se uociti tek nakon osmog mjeseca i ugrubo su odgovarale 4. stupnju prema Braaku i
suradnicima (316). Na temelju dobivenih rezultata zakljucili smo da je za brze izazivanje

zeljenih promjena bolji model za pracenje Sirenja fosforiliranog tau proteina pomocéu AT8
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protutijela u Stakora inokulacija tau fibrila jer do Sirenja promjena dolazi ve¢ unutar Cetiri
mjeseca od inokulacije (promjene 2. stupnja prema Braaku i suradnicima). Rezultati
istrazivanja Guoa i suradnika na divljem tipu miSeva pokazali su da intracerebralna inokulacija
velike koli¢ine tau fibrila pro¢is¢enih iz mozga ispitanika s AD-om, ali ne i sintetskih tau fibrila,
takoder dovodi do stvaranja patoloskih promjena tau proteina u anatomski povezanim
podruc¢jima mozga (331). U daljnjem istraZzivanju takoder je pokazano da injiciranje do 8 ug
tau proteina izaziva neurofibrilarne promjene, kao i njihovo Sirenje (268). Navedeni rezultati
nedvosmisleno upucuju na zakljucak da su za indukciju i Sirenje neurofibrilarnih promjena u

divljem tipu miSa potrebne vece koli¢ine inokuliranog tau proteina (332).

Western blot metodom pokazali smo da inokulacija tau oligomera nije utjecala na omjer tau
proteina fosforiliranog na serinu 199, serinu 202 i treoninu 205 (AT8 protutijelo) i ukupnog tau
proteina (Tau5 protutijelo) u homogenatima hipokampusa i entorinalnog korteksa Wistar
Stakora, dok je ekspresija tau proteina promatrana imunohistokemijski pomoc¢u AT8 protutijela
bila povecana u oba podru¢ja. Moguci je razlog tome djelovanje SDS-a na konformaciju

molekula, $to dovodi do gubitka oblika epitopa i reaktivnosti na protutijelo u Western blotu.

Inokulacija tau fibrila utjecala je na omjer fosforiliranog i ukupnog tau proteina AT8 u
hipokampusu Stakora nakon jedanaest mjeseci, dok promjene u entorinalnom korteksu nisu
uocene. lako Western blot metodom nisu uocene statisticke promjene u omjeru fosforiliranog
tau proteina i ukupnog tau proteina u entorinalnom korteksu, imunohistokemijski je uoc¢ena
fosforilacija AT8 epitopa u oba podrucja u svim vremenskim to¢kama. Takoder je uoc¢eno da
je inokulacija tau fibrila u stakora utjecala na omjer tau proteina fosforiliranog na serinu 396 i
serinu 404 (epitop PHF1) i ukupnog tau proteina u hipokampusu nakon jedanaest mjeseci, dok
promjene u entorinalnom korteksu nisu uocene. Budu¢i da jedanaest mjeseci nakon inokulacije
tau fibrila patoloske promjene odgovaraju stadiju VI, moze se zakljuciti da je fosforilacija tau
proteina na tim epitopima relativno kasni dogadaj, $to je u skladu s literaturnim podatcima u
kojima je pokazano da se fosforilacija tau proteina na epitopu serina 396 dogada samo u
Braakovim stadijima V i VI (333). Zanimljivo je da je analiza u istoj vremenskoj tocki pokazala
povisen omjer fosforiliranog (AT8+) i ukupnog tau proteina, dok je jedno naSe prijasnje
istrazivanje pokazalo povisenu razinu fosforilacije epitopa Ser396 i Ser202/Thr205 u osoba s
MCI, predlazu¢i postojanje gotovo paralelne fosforilacije tih epitopa (80). U istrazivanju
Neddensa i suradnika pokazano je da je kvantifikacija tau proteina pomoc¢u AT8 protutijela
statisticki poviSena u Braak stadiju V/VI, §to je u skladu s rezultatom ovog istraZivanja u kojem

je pokazana povisena razina fosforiliranog tau proteina u hipokampusu na epitopu AT8 11
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mjeseci nakon inokulacije tau fibrila (334). Istrazivanje radeno na transgeni¢nim misevima koji
eksprimiraju tau protein covjeka u medijalnom entorinalnom korteksu pokazalo je da je
povecéanje ekspresije tau proteina fosforiliranog na Ser396/Thr4014 i Ser202 mjereno Western
blot metodom uoceno u dobi tek od 18 mjeseci, Sto moze objasniti zasto u naSem istrazivanju
nisu uocene statisticki znacajne promjene u fosforilaciji proteina na epitopima Ser202 (pomocu
CP13 protutijela) u entorinalnom korteksu i hipokampusu, te Ser396/Thr4014 (pomo¢u PHF1
protutijela) u entorinalnom korteksu (208). Pojedina istrazivanja opisuju i neke opre¢ne obrasce
fosforilacije, npr. da kasna fosforilacija tau proteina nastaje na epitopima
Ser199/Ser202/Thr205 i Ser396/404 (79) ili pak da je fosforilacija tau proteina na epitopima
Ser396/404 (112) i Ser199/Ser202/Thr205 (113) jedan od najranijih dogadaja u tijeku
patogeneze AD-a.

Stereotaksijska inokulacija tau fibrila i tau oligomera u Stakora izazvala je pojavu
konformacijski promijenjenog tau proteina, sto je procijenjeno pomoc¢u MCL1 protutijela kojim
se vizualizira konformacijska promjena u treCoj domeni vezanja tau proteina za mikrotubule
(epitop se nalazi u podruc¢ju izmedu amk na poziciji 312 i amk na poziciji 322). Zanimljivo je
da je nakon inokulacije tau oligomera imunoreaktivnost na MC1 epitopu uocena i U
hipokampusu i entorinalnom korteksu stakora prije fosforilacije tau proteina na epitopu ATS,
Sto je u skladu s literaturnim podatcima koji pokazuju da tau oligomeri dovode do stvaranja
povisene razine agregiranog oblika tau proteina (321,322), te da konformacijska promjena tau
proteina prethodi stvaranju parnih uzvojitih filamenata (337) i jedna je od ranijih patoloSkih

promjena tau proteina u tijeku AD-a.

Druga glavna neuropatoloska znacajka koja upucuje na patologiju slicnu onoj u AD-u
prisutnost je amiloidnih plakova. Nakupljanje amiloida-p u hipokampalnoj formaciji mozga
Wistar Stakora uoceno je bojanjem tioflavinom S i 4G8 protutijelom na amiloid 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 prema Braaku
i suradnicima (316). U entorinalnom korteksu Stakora nakupljanje amiloida-B uoceno je
tioflavinom S i 4G8 protutijelom na amiloid ¢etiri mjeseca nakon inokulacije tau fibrila, te
tioflavinom S osam i jedanaest mjeseci od inokulacije tau fibrila. Uz uocene promjene
pronadene su neurofibrilarne promjene koje odgovaraju 2. i 4. stupnju (prema Braaku i

suradnicima; 316).

Nakon primjene tau oligomera u nasih eksperimentalnih zivotinja u hipokampusu su

pomocu tioflavina S i 4G8 protutijela uoceni amiloidni plakovi nakon osam mjeseci, te samo
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tioflavinom S nakon jedanaest mjeseci. U entorinalnom korteksu nakupljanje amiloida-f3
uoceno je tioflavinom S nakon osam mjeseci, te tioflavinom S i 4G8 protutijelom nakon
jedanaest mjeseci. Istodobno s navedenim promjenama uocene su i neurofibrilarne promjene u
hipokampusu i entorinalnom korteksu koje odgovaraju 4. stupnju prema Braaku i suradnicima.
Podudarnost razvoja plakova i neurofibrilarnih promjena detektiranih tioflavinom S u dobi od
osam i jedanaest mjeseci, ukazuje da amiloid-3 moze utjecati na stvaranje argirofilnih i tioflavin
S pozitivnih neurofibrilarnih promjena. Zanimljivo je da su amiloidni plakovi detektirani u
hipokampalnoj formaciji i entorinalnom korteksu stakora i tioflavinom S i 4G8 protutijelom
ve¢ Cetiri mjeseca nakon primjene tau oligomera, dok neurofibrilarne promjene ATS8
protutijelom u istoj vremenskoj tocki jos nisu bile prisutne. Modificirana hipoteza amiloidne
kaskade pretpostavlja da s viemenom povisene razine oligomera amiloida-B1-42 uzrokuju upalni
odgovor i o$te¢enja neurona uslijed poremecaja metabolizma neurona i ionske homeostaze, a
te promjene istodobno dovode i do promijenjene aktivnosti kinaza koje reguliraju fosforilaciju
tau proteina i nastanak neurofibrilarnih promjena (338,339). Mnoga objavljena istrazivanja
pokusala su povezati stvaranje i medusobni utjecaj amiloida-p i tau proteina u tauopatijama.
Tako je istrazivanje na S5XFAD i divljem tipu miSeva (325) pokazalo da su amiloidni plakovi
potrebni za poticanje sijanja tau proteina i ubrzavanje Sirenja patoloskih promjena tau proteina,
dok su istrazivanja napravljena in vitro (340) i na in silico modelima (341) pokazala da je
medusobna interakcija peptida AP i tau proteina potrebna za ubrzanje samoagregacije obaju
proteina. U jednom drugom istrazivanju pokazano je da su u ranom stadiju AD-a, patoloske
promjene tau proteina s minimalnim odlaganjem ili bez minimalnog odlaganja amiloida-p1-s2
ogranicene na entorinalni korteks i hipokampus, dok pojacano Sirenje patoloskih promjena tau
proteina dolazi u kasnijim stadijima kada se uz patoloski tau nalaze i prostorno bliske nakupine
ApB-a (342).

Pojava snizene razine AP-a za otprilike 50% u likvoru biomarker je pocetnih stadija AD-a.
U ovom istrazivanju, mjerenjem razine amiloida-P1-42 U likvoru takora pokazan je trend porasta
razine amiloida-B142 od Cetvrtog do jedanaestog mjeseca nakon inokulacije tau oligomera.
Suprotno tome, nakon inokulacije tau fibrila dolazi do pada razine amiloida-Pi-42 u likvoru
Stakora izmedu Cetvrtog i osmog mjeseca, te zatim porasta izmedu osmog i jedanaestog
mjeseca. Dobiveni rezultati mogu se objasniti prethodnim istrazivanjem na APP transgeni¢nim
misevima koje je pokazalo da u vrijeme povecanog odlaganja Ap-a u mozgu, razine amiloida
B1-42 U likvoru padaju, dok nakon oblikovanja zrelih amiloidnih plakova dolazi do porasta razine

(20-30%) AP1-42 U likvoru (343).
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U idealnom slucaju zivotinjski modeli AD-a trebali bi replicirati ne samo glavna
neuropatoloska obiljezja ve¢ 1 barem neka od relevantnih kognitivnih oSte¢enja. Radi
ustanovljavanja nastalih kognitivnih promjena nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila u
medijalni entorinalni korteks, Zivotinje su podvrgnute bateriji testova za ispitivanje promjena u

ucenju, pamdéenju i ponasanju.

Rezultati T-labirint testa pokazuju da inokulacija tau fibrila i tau oligomera u medijalni
entorinalni korteks stakora negativno utjece na radno prostorno pamcenje. Rezultati inokulacije
tau fibrila u stakora pokazuju da nakon Cetiri mjeseca dolazi do zna¢ajnog narusavanja radnog
prostornog pamcenja. S druge strane, inokulacija tau oligomera nije uzrokovala izrazen rani
kognitivni deficit, odnosno naruSavanje radnog prostornog pamcéenja nakon cetiri, ve¢ tek
nakon osam, odnosno pri mjerenju nakon jedanaest mjeseci. U prijasnjim istrazivanjima
pokazano je da Zivotinje u T-labirintu iskazuju prirodnu sklonost mijenjaju odabira ciljnog
kraka (297). Pritom koriste radno pamcenje, tj. odgovor na svaki sljede¢i odabir ovisi 0 onom
prethodnom (298). Navedena prirodna sklonost alternaciji odrazava motivaciju zivotinje za
istrazivanjem svojeg okruzenja i pronalaska resursa poput hrane, vode i sklonista. Nedostatak
kognitivnog deficita u Stakora Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau oligomera moze se objasniti
izostankom fosforiliracije tau proteina (AT8 imunoreaktivnosti) u hipokampusu u navedenoj
vremenskoj toc¢ki, a narusavanje radnog prostornog pamcenja nakon osam i jedanaest mjeseci
vjerojatno je uzro¢no povezano sa stvaranjem Gallyas inkluzija i fosforilacije AT8 epitopa u

hipokampusu.

Narusavanje radnog prostornog pamcéenja u Stakora Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau
fibrila moze se objasniti Gallyas pozitivnim bojanjem i AT8 imunoreaktivno$¢u koja je uo¢ena
u hipokampusu i retrosplenijalnom korteksu. Nasuprot tome, jedanaest mjeseci nakon
inokulacije, Zivotinje s kognitivnim oSteéenjem pokazale su Gallyas pozitivne argirofilne
promjene i AT8 imunoreaktivnost samo u CA3 polju hipokampusa, ali i to je zbog poremeéaja
trisinaptickog puta dovoljno za nastanak kognitivnih deficita. Dobiveni rezultati upucuju na
zakljucak da je odnos tau fosforilacije, koju prepoznaje protutijelo AT8 u CAl polju
hipokampusa i poremecaj u prostornom pamcenju detektiran T-labirint testom, usporediv s
prethodnim istrazivanjima koja pokazuju da inaktivacija ili lezija CA1l polja hipokampusa
uzrokuje jako oStecenje prostornog radnog pamcéenja (344,345). Dobiveni rezultati takoder su
u skladu s prethodnim istrazivanjima koja pokazuju da je naruSavanje spontane alternacije
povezano s disfunkcijom hipokampusa (299,300). Osobe s oste¢enjem hipokampusa, bilo kao

posljedica klini¢kog stanja kao Sto je AD, kao rezultat operacije ili pak ishemijskog ostecenja
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mozga imaju problema s prostornom orijentacijom (346). Dobiveni rezultati ukazuju da je
nakupljanje neurofibrilarnin promjena u korelaciji s ozbiljno$¢u kognitivnih oStecenja i

opcenito se slazu s prethodnim istrazivanjima (185).

Utjecaj inokulacije tau fibrila i tau oligomera na dugoro¢no pamcenje Stakora istrazen je
testom prepoznavanja novog objekta koji se temelji na prirodnoj radoznalosti Stakora da
provodi viSe vremena istrazujuci novi objekt (304). Ranija istrazivanja pokazala su da test
prepoznavanja novog objekta omogucuje uspjesno istrazivanje neuroanatomskih i molekulskih
mehanizama ukljucenih u stvaranje deklarativnog pamcéenja (347,348) te da eksperimentalno
izazvana oStecenja hipokampusa i mozdane kore (349,350), ukljucujuci i oStecenja medijalnog
dijela entorinalne mozdane kore dovode do slabijeg procesiranja prostornih informacija u
NORT-u (351). Dobiveni rezultati pokazali su da je promjena u dugoro¢nom pamcenju Stakora
nastala samo cCetiri mjeseca nakon inokulacije tau oligomera, pri ¢emu te Zzivotinje nisu
razlikovale novi objekt od poznatoga i pokazale su znatno nizi diskriminacijski indeks u odnosu
na kontrole. Usporedno s kognitivnim deficitom, inokulacija tau oligomera dovodi do pojave
fosforilacije tau proteina promatrane pomo¢u AT8 imunoreaktivnosti u peririnalnom korteksu,
Sto je u skladu s istrazivanjem na miSevima u kojem je pokazano da je za pravilnu percepciju
objekta vazan peririnalni korteks koji prima potrebne vidne, njuSne i somatosenzorne podrazaje
i $alje ih u hipokampus (352). Studija u kojoj je napravljena lezija peririnalnog korteksa Stakora

(353) pokazala je da dolazi do pogor$anja dugoro¢nog pamcenja, odnosno losije izvedbe u

NORT-u (354).

Inokulacija tau fibrila nije imala utjecaj na dugoro¢no pamcéenje Stakora niti u jednoj
istrazivanoj vremenskoj toCki. Dobiveni rezultati podudarni su sa slicnim istrazivanjem
Lasagna-Reevesa i suradnika u kojem je pokazano da nakon inokulacije tau oligomera u
hipokampus divljeg tipa C57BL/6 misa, Zivotinje nisu mogle razlikovati novi objekt od ve¢
videnog objekta, ali inokulacija tau fibrila uopce nije utjecala na izvedbu u NORT-u (259).
Dobiveni rezultati u ovom istrazivanju pokazuju da nakon inokulacije tau oligomera u Stakora
nije doSlo do kognitivnog deficita u kasnijim vremenskim tockama. Sli¢no tome, istraZivanje
Lasagna-Reeves i suradnika pokazalo je da jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera
ne dolazi do kognitivnog deficita mjerenog u NORT-u (254). 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 uo¢ene Tioflavin S
i Gallyas pozitivne inkluzije te AT8 imunoreaktivnost (254), kao $to je to bio slucaj i u nas§em

istrazivanju. Ipak, suprotno dobivenim rezultatima u ovom istrazivanju, ista studija pokazala je
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da se jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila AT8 imunoreaktivnost javlja samo oko
mjesta inokulacije, iz ¢ega je zakljuceno da fibrilarni oblik tau proteina ne moze uzrokovati
Sirenje (254). Dobiveni rezultati u nasem istrazivanju pokazali su da imunoreaktivnost nije
ostala samo u podrucju oko mjesta inokulacije, ve¢ se $irila i na ostala podru¢ja mozga $takora,
napose mozdanu koru i talamus, dok je imunoreaktivnost na tau protein covjeka ostala
ograni¢ena na mjestu inokulacije $to potvrduje da su nastale tau promjene u Stakoru endogenog

porijekla, a ne dio inokuliranog tau proteina ¢ovjeka.

Nadalje, takoder je istrazen i utjecaj inokulacije tau fibrila i tau oligomera na prostorno
pamcenje Stakora jer se strukture mozga uklju¢ene u uspjesno izvrSavanje NOLT-a razlikuju
od struktura ukljué¢enih u NORT (355). Dobiveni rezultati pokazali su deficit u prostornom
pamcenju Stakora osam mjeseci nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila, sto je u skladu s
patoloskim promjenama tau proteina utvrdenim u CAl i CA3 polju hipokampusa. U kasnijim
toCkama istrazivanja zivotinje nisu pokazale loSiju izvedbu u odnosu na kontrolnu skupinu
zivotinja. Nedostatak promjena u prostornom pamcenju Stakora CcCetiri mjeseca nakon
inokulacija tau oligomera moZe se objasniti izostankom fosforilacije AT8 epitopa u
hipokampusu i medijalnom entorinalnom korteksu. Rezultati su u skladu s literaturnim
podatcima koji potvrduju da je hipokampus potreban za kodiranje, konsolidaciju i prisje¢anje
nove lokacije objekta (308,355,356), da je osjetljiv na manipulacije dorzalnog podru¢ja CAl
polja hipokampusa (357) te da Stakori s lezijom medijalnog entorinalnog korteksa imaju lo$iju
izvedbu u NOLT-u (351).

U svrhu $to bolje karakterizacije potencijalnog modela AD-a bilo nam je takoder vazno
ispitati lokomotornu aktivnost, rizi¢no i istrazivacko ponaSanje. U tu je svrhu proveden i test
otvorenog polja. Lokomotorna aktivnost Stakora 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 povec¢ano rizi¢no ponasanje.
Nije pronadena razlika u eksploratornom ponasanju zivotinja. Sli¢no rezultatima dobivenim u
ovom istrazivanju, jedno istrazivanje radeno na miSevima pokazalo je da inokulacija tau

oligomera u dorzalni hipokampus ne utjece na razliku u stupnju istrazivanja okoline (358).

Stupanj kognitivnog deficita u AD-u takoder je izravno ovisan i proporcionalan gubitku
sinapsi (317). Uloga tau proteina u tom procesu nije jos precizno utvrdena, ali viSe istrazivanja
na in vivo modelima pokazala su veliku vaznost tau proteina (359). Rezultati dobiveni u ovom
istrazivanju pokazuju povezanost kognitivnih oSte¢enja Stakora S patoloskim promjenama tau
proteina nakon inokulacije obaju oblika tau proteina. lako inokulirani tau oligomeri i tau fibrili
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nisu bili fosforilirani, mehanizmom sijanja uzrokovali su stvaranje tau agregata. Objasnjenje
toga fenomena lezi u Cinjenici da tau agregati mogu rasti i inkorporacijom normalnog
nefosforiliranog tau proteina koji zatim prolazi kroz konformacijsku promjenu i postaje
fosforiliran. Takav fosforilirani tau protein moze se akumulirati unutar neurona i uzrokovati
degeneraciju aksona i gubitak sinapsi, §to moze rezultirati gubitkom pamcenja i kognitivnim
oste¢enjem. Kako bi se moglo procijeniti ulaze li inokulirani tau oligomeri i tau fibrili u sinapse
I na taj nacin izravno utjeCu na njihovu degeneraciju i prestanak funkcije, istrazen je
presinapti¢ki protein sinaptofizin (360). Rezultati su pokazali kolokalizaciju u CA3 polju
hipokampusa Stakora osam i jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera i Cetiri i
jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila, te su korelirali s nastalim deficitom u radnom
prostornom pamcéenju Stakora. Sli¢ne rezultate pokazalo je istrazivanje Lasagna-Reevesa i
suradnika u misa jer je i u tom istrazivanju uoCen utjecaj tau oligomera na smanjenje
presinapti¢ke gustoce i kognitivni deficit mjeren NORT-om; medutim, za razliku od naseg
istraZivanja, utjecaj tau fibrila nije uocen (259). Istrazivanje Manuele Polydoro i suradnika na
htau transgeni¢nim miSevima dizajniranim da eksprimiraju samo izooblike tau proteina ¢ovjeka
pokazalo je da nakupljanje i agregacija tih tau izooblika uzrokuje najprije sinapticku
disfunkciju, a posljedi¢no i s vremenom i odgovarajuc¢e kognitivne deficite (361). I u drugim
slicnim prethodnim istrazivanjima pokazano je da degeneracija sinapsi prethodi agregaciji
pogresno smotanih proteina (amiloidni plakovi, NFT) te da korelira sa stupnjem kognitivnih
deficita (360,362). U istrazivanju na P301S transgeni¢cnom mi$jem modelu, Yoshiyama i
suradnici utvrdili su gubitak hipokampalnih sinapsi, ali su uocili i da se disfunkcija nekih
sinapsi pojavila i prije oblikovanja prvih NFT-a, §to ukazuje da poremecaj funkcije sinapsi

moze biti rana posljedica prisutnosti patogenih oblika tau proteina (363).

Zbirni prikaz znacajnih razlika izmjerenih parametara nakon inokulacije tau oligomera i tau
fibrila u Stakora prikazan je u Tablici 26. Sveukupno, nase istrazivanje naglasava vaznost
istrazivanja specificnih mehanizama Sirenja promjena tau proteina u netransgeni¢nom
animalnom modelu. Veliki problem u istrazivanju patofizioloskih mehanizama AD-a
predstavlja modeliranje bolesti u eksperimentalnim Zivotinjama koje nedovoljno oponasaju
patoloske procese u ¢ovjeka, pa dolazi do velikih poteskoc¢a kod pokusaja translacije dobivenih
rezultata iz neklini¢kih istrazivanja u klinicka. Izravna je posljedica navedenog Cinjenica da ve¢
viSe od 20 godina nije registriran niti jedan novi lijek koji bi modificirao ili sprijecio progresiju

AD-a.
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Vecina dosadasnjih istrazivanja izvrSena je na transgeni¢nim misjim modelima koji se
temelje na mutacijama pojedinih gena koji dovode do obiteljskog oblika AD-a i ¢esto pokazuju
progresivan motoricki fenotip, $to prouzrokuje poteskoce kod dokazivanja utjecaja na kogniciju
(264). Takoder je u tim transgeni¢nim modelima problemati¢no to $to nije moguce usporediti
vremenski tijek agregacije pogresno smotanih proteina i degeneracije neurona sa sporadi¢nim
(sekundarnim) tauopatijama. Razlog tomu su funkcijske razlike izmedu divljeg tipa tau proteina
I mutiranog oblika tau proteina koje dovode do znacajnih razlika u ,,ponasanju® navedenih

molekula kad se usporeduju molekulski mehanizmi tih modela (364) i tauopatija ¢ovjeka (365).

Sprjecavanje Sirenja patoloski modificiranog tau proteina vazan je terapijski Cilj za razvoj
buducih lijekova kojima ¢e se pokusati modificirati tijek i sprijeciti nastanak AD-a (366). Jedna
je od brojnih moguénosti intervencije I mogucnost zaustavljanja Sirenja patoloskih promjena

imunosnom terapijom protutijelima na izvanstani¢ni tau protein (367).
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Tablica 26. Usporedba izmjerenih bihevioralnih, histokemijskih, imunohistokemijskih i
biokemijskih parametara nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila u medijalni

entorinalni korteks Wistar stakora u odnosu na kontrolnu skupinu.

INOKULACIJA INOKULACIJA
TAU OLIGOMERA TAU FIBRILA

4mjl 8mj | 11mjj 4mj | 8mj | 11 mj

BIHEVIORALNO ISPITIVANJE

Radno prostorno paméenje, T-test - J, J, ¢ - J,
Dugorocno pamcéenje, NORT ¢ - - - - -
Prostorno pamdéenje, NOLT - # - - ¢ -
Lokomotorna aktivnost, OF T il - il il - -
Anksioznost, OFT - - - - ¢ -
Rizi¢no ponasanje, OFT - - - - 4 -
HISTOKEMIJSKA | IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA
Stupnjevi patoloskih promjena prema - 4 4 2 4 4
Braaku i sur. (AT8 + Gallyas), HC
Stupnjevi patoloskih promjena prema - 4 4 2 4 4
Braaku i sur. (AT8 + Gallyas), MEC
Stadiji Sirenja hiperfosforiliranog tau in [} v Vi Vi Vi
proteina (AT8) prema Hurtadu i sur.
Bojanje prema Bielschowskom, HC + + + + +
MC1, HC + + - - + -
MC1, EC + + - + + -
Sinapse (sinaptofizin) - + + + - +
Amiloid beta (4G8* i Tio S¥), HC S| +H P I H
Amiloid beta (4G8* i Tio S¥), EC P I H | +H +H
CSF
Amiloid beta, CSF - - ++ +++ + +
Ukupni protein tau, CSF - - - + - -
BIOKEMIJSKA ANALIZA
AT8 (WB) HC** | EC? - - - - - R
PHF1 (WB) HC** | EC?® - - - - - +5F
PHF1 (ELISA), HC** i EC? +3$ - P PR - +$
AT100 (WB) HC** i EC® o - - - - -
CP13 (WB) HC** i EC? - - - - - -
Legenda oznaka: ,, - “ nema promjene; ,, | pogorsanje izvedbe u ispitivanju ponasanja; * 4G8; * 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. ZAKLJUCCI

1. Rezultati istrazivanja pokazali su da su nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila u

medijalni dio entorinalne mozdane kore nastale neuropatoloske promjene u mozgu Wistar

Stakora divljeg tipa koje su usporedive s kognitivnim promjenama i progresijom

neurofibrilarne degeneracije kakve su opisane u tijeku AD-a u covjeka.

Radno prostorno paméenje naruseno je inokulacijom tau fibrila i tau oligomera.
Rezultati ukazuju na povezanost stvaranja neurofibrilarnin  promjena u
hipokampusu s nastalim poremecajem u prostornom radnom paméenju. Utvrdena je
kolokalizacija presinaptickog proteina sinaptofizina 1 tau proteina u CA3 polju
hipokampusa nakon inokulacije tau oligomera 1 tau fibrila Sto je u korelaciji s
nastalim deficitom u radnom prostornom pamcéenju.

Promjene u stupnju dugorocnog pamcenja nastale Cetiri mjeseca nakon inokulacije
tau oligomera javile su se otprilike u isto vrijeme kad i imunoreaktivnost na AT8
protutijelo u peririnalnom korteksu. To je bio o¢ekivani nalaz jer je otprije poznata
vazna uloga peririnalne mozdane kore u to¢noj percepciji objekta.

Do deficita prostornog pam¢enja dolazi inokulacijom tau oligomera i tau fibrila. Taj
je nalaz bio u skladu s utvrdenim neurofibrilarnim promjenama u hipokampusu,
dijelu mozga neophodnom za kodiranje, konsolidaciju i prisje¢anje nove lokacije
objekta.

Lokomotorna aktivnost bila je naruSena nakon inokulacije tau fibrila 1 tau
oligomera. Nakon inokulacije tau fibrila Zivotinje su pokazivale manji stupanj

anksioznog ponasanja i povecan stupanj rizicnog ponasanja.

2. Utvrdeno je Sirenje tau oligomera i tau fibrila tri dana nakon inokulacije u medijalni

entorinalni korteks Stakora, no nije uocena prisutnost fosforilacije AT8 tau epitopa.

Uoceno je Sirenje inokuliranog tau oligomera projekcijama neurona entorinalnog
korteksa u primarnu motoricku i primarnu somatosenzori¢ku mozdanu koru Stakora.
Sirenje tau oligomera uo&eno je i u neuronima crvene jezgre (nucleus ruber), no
zbog prisutnosti inokuliranog tau oligomera u neuronima primarne motoricke i
somatosenzoricke mozdane kore nije bilo moguce s apsolutnom sigurnoscéu
ustanoviti jesu li se inokulirani tau proteini u neurone nucleus ruber prosirili
retrogradnim aksonskim transportom, jer su tamo mogli sti¢i transsinaptickim
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prijenosom preko kortikorubralnog trakta (Ciji aksoni zapocinju od ishodiSnih
neurona u primarnoj motoric¢koj i somatosenzorickoj mozdanoj kori).

e Inokulirani tau fibrili Sire se u neurone retikularne jezgre mosta u koje su
najvjerojatnije stigli retrogradnim aksonskim transportom, zato $to nije dokazana
njihova prisutnost u primarnoj motorickoj i primarnoj somatosenzori¢koj mozdanoj
kori. Prema naSim spoznajama, ovakav nalaz nije dosad opisan u postojecoj
literaturi.

e Nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila, pomo¢u ATS protutijela nije utvrdena
prisutnost fosforiliranog tau proteina u mozgu stakora, dok je nakon Cetiri mjeseca
ATS8 imunoreaktivnost uo¢ena oko mjesta inokulacije odakle se Sirila na ostala
podrucja mozga, Sto potvrduje da je nastala fosforilacija AT8 epitopa uzrokovana

novacenjem endogenog tau proteina, nakon ¢ega je uslijedilo Sirenje.

3. Sirenje patoloskih promjena tau proteina ovisilo je poglavito o povezanosti podru¢ja mozga,
a ne o blizini mjesta inokulacije. Pokazano je da tau fibrili i tau oligomeri djeluju kao klica
(Sablona, template) za promjenu endogenih tau monomera i daljnje Sirenje (spread of the
seed) tau promjena u podrucjima mozga anatomski povezanima s entorinalnom mozdanom
korom.

e Inokulacija tau oligomera i tau fibrila uzrokuje progresiju neurofibrilarnih promjena
iz medijalnog entorinalnog korteksa u hipokampus alvearnim putem u CA1 polje,
Sto je sli¢no nastanku neuropatoloSkih promjena karakteristicnih za AD u Covjeka.

e U hipokampusu i entorinalnom korteksu s vremenom je slabila fosforilacija AT8
epitopa, dok je usporedno uoceno stvaranje inkluzija pozitivnih na bojenje po
Gallyasu, sli¢no kao 1 kod napredovanja neurofibrilarne degeneracije u AD-U.

e Inokulacija tau fibrila i tau oligomera izazvala je pojavu konformacijski
promijenjenog tau proteina (MC1) u hipokampusu i entorinalnom korteksu prije
fosforilacije tau proteina na epitopu ATS, $to ukazuje na moguénost da tau oligomeri
najprije dovode do konformacijske promjene tau proteina koja prethodi i mozda
olakSava njegovu fosforilaciju na AT8 epitopu.

¢ Inokulacija tau fibrila utjecala je na razinu tau proteina fosforiliranog na serinu 396
1 serinu 404, te serinu 202 i treoninu 205 u vremenskoj tocki 11 mjeseci, $to ukazuje

na postojanje istodobne fosforilacije tih epitopa, mozda s istom protein kinazom;
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otprije je poznato da oba navedena epitopa mogu (istodobno) fosforilirati GSK3p,
MAPK i CDCKS5.

4. Prema dobivenim rezultatima bolji je model za pracenje Sirenja fosforiliranog tau proteina
pracenjem ATS8 imunoreaktivnosti inokulacija tau fibrila, zato §to se razvoj i napredovanje
stadija Sirenja dogada puno brze u odnosu na zivotinje inokulirane tau oligomerima. Naime,
ved je Cetiri mjeseca nakon inokulacije tau fibrila doslo do Sirenja fosforilacije ATS8 epitopa
u sva podrucja mozga, $to odgovara stadiju VI prema Hurtadu i suradnicima, dok su
zivotinje inokulirane tau oligomerima u toj dobi bile u stadiju I/1l, nakon osam mjeseci u

stadiju 111, a tek nakon jedanaest mjeseci u stadiju 1V.

5. Nakon inokulacije tau fibrila i tau oligomera uoceno je nakupljanje amiloida-f u
hipokampusu i entorinalnom korteksu, sto je druga vazna neuropatoloska znacajka koja slici
patoloskim promjenama u AD-u. Podudarnost razvoja plakova i neurofibrilarnih promjena
ukazuje da amiloid-p vjerojatno izravno utjece na nastanak neurofibrilarnih promjena.

e Mjerenjem razine amiloida-B1-42 u likvoru utvrden je trend porasta razine amiloida-
B1-42 od Cetvrtog do jedanaestog mjeseca nakon inokulacije tau oligomera, dok je
nakon inokulacije tau fibrila najprije doslo do pada razine amiloida-p1-42 nakon ¢ega
je uslijedio porast. Na temelju trenutnih shvacéanja opisanih u literaturi, navedene
nalaze objasnili smo poznatom Cinjenicom da se u vrijeme odlaganja A U mozgu
razine amiloida-B1-42 u likvoru smanjuju, dok nakon oblikovanja zrelih amiloidnih

plakova razine amiloida-p1-42 u likvoru rastu.

6. Provedeno istrazivanje pokazalo je da postoje brojne mogucnosti i prednosti koriStenja
netransgeni¢nih animalnih modela, posebno Stakora, u istrazivanju specificnih mehanizama
neurofibrilarne degeneracije u sporadicnoj (sekundarnoj) tauopatiji. Sprje€avanje Sirenja
patoloskih promjena tau proteina izgledan je terapijski cilj za razvoj lijekova koji bi mogli

usporavati napredovanje 1 sprje¢avati nastanak AD-a.

186



8. SAZETAK

"Mogucnost razvoja netransgeni¢noga Stakorskoga modela tauopatije primjenom tau
oligomera u entorinalnu mozdanu koru"

Lea Langer Horvat, mag. biol. mol., 2022.

U istrazivanju Alzheimerove bolesti (AD) najvise su koristeni transgeni¢ni animalni modeli
koji zapravo nisu pogodni za istrazivanje slozenih procesa sporadi¢ne AD, koja ¢ini vise od
95% svih slucajeva AD-a. Cilj je ovog istrazivanja bio karakterizacija netransgeni¢nog
Stakorskog modela tauopatije koji ¢e pridonijeti boljem razumijevanju patologije
transsinaptiCkog Sirenja i agregacije tau proteina u AD-U I moguéem iznalazenju novih
terapijskih ciljeva za sprjeCavanje nastanka te zaustavljanje Sirenja navedenih patoloskih
promjena. Buduci da najranije neurofibrilarne promjene u mozgu osoba s AD-om nastaju u
mozdanom deblu i entorinalnoj mozdanoj kori, odakle se Sire duz anatomski povezanih
podrucja, za prouCavanje njezinog transsinaptiCkog Sirenja provedena je jednostrana
stereotaksijska inokulacija tau oligomera ili sintetskih tau fibrila u medijalni dio entorinalne
mozdane kore Wistar Stakora. Inokulacija tau oligomera i tau fibrila uzrokovala je progresiju
neurofibrilarnih promjena iz entorinalne mozdane kore u druga, S njom povezana podrucja
mozga, sli¢no kao $to se to dogada i u mozgu covjeka s AD-om. Nastanak i Sirenje patoloski
promijenjenog tau proteina, kako je pokazano pomocu AT8 protutijela na relativno velik epitop
i vjerojatno strukturno vazan dio tau proteina fosforiliran na serinu199, serinu202 i treoninu205,
dogadalo se brze U zivotinja inokuliranih tau fibrilima u odnosu na Zivotinje kojima su bili
inokulirani tau oligomeri. U Zivotinja kojima su inokulirani tau oligomeri, zbog sporijeg Sirenja
bilo je potrebno jedanaest mjeseci za zahvacanje svih podrucja mozga. Osim navedenih
neurofibrilarnih promjena, inokulacija tau fibrila i tau oligomera izazvala je i pojavu
konformacijski promijenjenog tau proteina, stvaranje inkluzija pozitivnih na histokemijska
bojenja po Gallyasu i Bielschowskom koja su potvrdila akumuliranje fosforiliranih tau proteina,
nakupljanje amiloida-p, gubitak sinapsi u hipokampusu i tim promjenama odgovarajuce
znacajne kognitivne deficite potvrdene testovima otvorenog polja, prepoznavanja novog

objekta, prepoznavanja nove lokacije objekta i T-labirint testom.
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9. SUMMARY

"Development and characterization of a non-transgenic rat model of tauopathy induced by
injection of tau protein into the entorhinal cortex™

Lea Langer Horvat, mag. biol. mol., 2022.

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 sporadic AD, which
concerns well 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 and tau protein aggregation in AD, and find new
therapeutic targets to prevent the onset or stop the spread of those pathological changes. To
analyze trans-synaptic spread in Wistar rats, unilateral inoculation of tau oligomers or synthetic
tau fibrils into the medial entorhinal cortex was performed, since it has been shown that the
earliest neurofibrillary changes in AD brains originate in the brainstem and entorhinal cortex
from where they further propagate along anatomically connected regions. Inoculation of tau
oligomers and tau fibrils caused the progression of neurofibrillary changes from the entorhinal
cortex to other connected brain regions, similar to AD-related changes outlined in the human
brain. The development and spreading of supposedly the earliest tau pathological change, as
revealed by using the AT8 monoclonal antibody to the relatively complex epitope and likely
structurally important part of tau protein phosphorylated at Ser199, Ser202, and Thr205
residues, occurred much faster in animals inoculated with tau fibrils than in animals inoculated
with tau oligomers. Due to a slower propagation, in animals inoculated with tau oligomers it
took eleven months for all areas of the brain to be affected. In addition to neurofibrillary
changes, stereotaxic inoculation of tau fibrils and tau oligomers caused the appearance of
conformationally altered tau protein, formation of Gallyas- and Bielschowsy-positive
inclusions that confirmed the accumulation of phosphorylated tau proteins, accumulation of
amyloid B, loss of synapses in the hippocampus, and significant corresponding cognitive
deficits documented by using the open field test, novel object location test, novel object

recognition test and T-maze test.
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