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1. UvVOD

1.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerovu bolestAlzheimer's diseas@D) je prvi opisao dr. Alois Alzheimer 1906. godine

X 7«ELQJHQX X SDFLMHQWLFH $XJXVWH '"HWHU NRMD MH X
RULMHQWDFLMH QHPRJIJXUQRVW VDPRVWDOQRJ REDYOMD
KDOXFLQDFLMH GHOX]LMM iiL]NIDPN M QRO RIWHH ZBIQRM|ID SUY L (
VLPSWRPH EROHVWL SRYH]DR V SULVXWQR&a&UX GRWDG QHS
danas definirane kaamiloidni plakovi (AP)i Q HX U R I L E U L OhButbbrillaryQGdh§esii L

NFT) (1) 1DYHGHQH SDWRORANH SURPMHQH SULND]DR MH P
%LHOVFKRZVNRP pLMH VH PRGLILNDFLMH UDEH L GDQDV X \
svijetu je 2015. godine 46 PLOLMXQD OMXGL ERORYDOR RG/5%sQGURPD
AD-om (2). Procjenjuje se da RepubliciHrvatkoj] YL&H RWWL V X U bol&§aod EDa

3 3UHGYLYHQR MH GD UH VH EURMND RHER®MumDIjud, tERYHUDW
134 milijuna ljudi do 2050. godine.

1.1.1. Dijagnoza bolesti

.OLQLPpND GD-&MtBIPHROIMLIVH QD PHYXQDURGQLP NULWHULMLPL
SULUXPQLND PHQWDOQLK ER (Mihyhastic andSRdtistcaHNdndaDof ' 6 0
Mental Disorders NRML VOXaH ]D SRVWDYOMDQMH GLMDJQR]H \
Psychiatric Assoaition, 2013). NINCDSADRDA kriteriji (National Institute of Neurological

and Communicative Disorders and Stroke and Alzheimer's Disease and Related Disorders
Association REMDYOMHQL VX JRGLQH D JRGLQH SULOD
VOXHHSRVWDYOMDQMH NOLQLpNH QADMKDitEQiRIphesynMIIBAR MD W Q|
godine upotpunjeni su od strane NIMgtional Institute on Aging NIA-AA (National Institute

on Aging and Alzheimer's Associaio@ RYLP NULWHULMLPD NRML MDVQLMH
demencije uzrokovane xom i ostalih demencijg4). Prema DSMV kriterijima, ovisno o
WHALQL NRJQLWLYQLK VPHWQML L PRJXUuQrhvaktivnostD PRV W D
UDJOLNXMHPR PDOL L YHOLNL QHXURNRJQLWLYQen®SRUHPHI
QHXURSVLKROR a defifranVidd/ YWedra' 1@ Dlvijestandardne devijacije ispod
referentnih vrijednosti, doje YHOLNL QHXURNRJQfinWah kaQ wij&IRostidRj¢&l G DM G



standardne devijacije ispod normalnih vrijednosti. Suprotno od malog neurokognitivhog
SRUHPHUDMD NRG NRMHJ RVREH |DGUADYDMX VSRVREQRVW
NRG YHOLNRj RoghitiaR pdmjene koje @sposobljavaju osobu za samostalno
IXQNFLRQLUDQMH &bREM HEFRHHP MIHDSMIRUADYDQMH X OLQJY
XpHQMX L SDPUHQMX SR]JRUQRVWL L VRFLMDOQRMS)NRJIQLFL

Dijagnoza se XWYUyYyXMH WHVWLUDQMHP NRJIJQLWLYQLK VSRVREC

ljiestvice mentalnih sposobnosti, MMSE ljestvic®lirfi Mental Status Examinatignte
QHXURORANLP SUHJOHGRP N#tikduni PrikdzH strtkinie vhEdmga Y D W L

kompjutoriziranom tomogfijom (computed tomography;T) ili magnetskom rezonancijom

(magnetic resonance imaginlIRI), dikovni prikaz aktivhosti mozga (regionalnog protoka

krvi) jednofotonskom emisijskom tomografijorsirfigle photon emission tomograp!SPECT)

odnosno stupnja M& DEROLPpNH doAindhsihg Remidijslom tomografipm

fluorodeoksiglukozom*fF-fluorodeoxyglucose positron emission tomograHyG-PET), te
YL]XDOL]DFLMRP SRMHGLQLK PROHNXOD SRPRUX UDGLRI

pozitronskom emisijskom tongoafijom (@myloid/taupositron emission tomographyET). CT

L 05, VQLPDQMHP PRaH VH YLGMHWL ,SRodsehipdkam@ish iDWURIL
HQWRULQD O Q HaBREETPE DshiniRduntpostoji li smanjdamvni protok odnosno

smanjenaktivnost pojedinildijelova mozgd6,7) 9DaQD QDGRSXQD GLMDJQRVW
XSRWUHED ELRORYNL K HE IRGE@pdBENXMXILQDPD NUY FHUHEUR

W H N X4#i@ QNDY R U NDR aWR VX NRQ akdfpiwfodipRlicavitau pretei® R L G D

Taj je inicijalni prijedlog iz 2016. goding8) XaDR L X GLMDJQRVWLpPpNH NULW
$ 71 VXVWDY |]D NRML VH X QDMQRYLMH YULMHPH SUHGC
$ 71 ; VXVWDY SUL pHEKEXWIHGLAIMHOELRIPDUNHUH VLQDS

disfunkcije glija stanica neuroinflamaciju i % =+ periferne biomarkere sistemske upale,

imunosti i metabolizm#). & LOM XSRWUHEH ELROR&GNLK ELOMHJD MH R

AD-a, otkrivanje D-a X SUHWNOLQLpPpNRP VWDGLMX NDNR EL VH

preventivne mjere i SR N X @agpoviti daljnje napredovanje boleskiolinomimeticima

(donepezil, rive WLIJPLQ JDODQWDPLQ L QHXURSURWHNWLYLPD

posredovanu prejakom aktivacijom NMDA receptora (memafiio)



1.2. Oblici Alzheimerove bholesti

'YD VX WHPHOMQD REOLND $0]KIADR Radljigdnal (oBifRSkaMW L VSR L
ObiteljskaAD (familial AD )$' SRMDYOMXMH VH X PD@D+yY aRGsvih VYLK V
oboljelihu samt%se MDYOMD SULMH (earhd RGYL W &OYRMLIPOADNYV GLVHI
6SRUDGDMIDYOMD VH QDNRQ JRGLQSERAUD/RVYBOWRIEDH NM R
NDVQLP SRygeoWsBIRO ] KHLPHUITMBLVEHDDWHYLP VAR FRAHY LPD

biti obiteljskg ali EH] UDQRJ QDVWXSDQMD EROHVWL D WDNRYHU |

SRpHWNRP

1.2.1. Genska podloga obiteljske Alzheimerove bolesti

Nasljedni oblikAD-a SUHQRVL VH QD DXWRVRPQR GRPLQDQWDQ QD}
MDYOMDMX SULMH JRGLQH 4ALYRWD 3UYD RWAAYHQD P
QDYHQD MH X JHQX ]D SUHN XathylddEprecuBs0rRovitkin- @PB) Rd O R L G
kromosomu 2112). Kasnije su pR Q D y dr@geimutacijeAPPgena, te mutacije u genima za
presenilin 1 PSEN) na kromosomu 14 i presenilin P$EN2 na kromosomu ,1koje
REMDaAaQMDYDMX QDVOMFHG QR GDFIPMMHY RWROHWMQR YLAH R
mutacijau navedeim genima pLMH MH ]J]DMHGQLpPpNR RELOMH&MH GD LI
proizvodnje$ ,kaoiRPMHUD SHS ®iko@B). BWNULUH PXWDFLMD X QDYHC(
pridonijelo je razumijevanjunolekuskog mehanizma nastankabiteljskog oblikaAD-a, al
SRQHNDG LVWR WDNR L QHUDI]XPLMHYDQMX X VPLVOX GD
(amiloidna kaskada ili modificirana amiloidna kaskada) podrazumijeva odgovornim i za
QDVWDQDN VSRUDG.LPQRJ REOLND EROHVWL

1.2.2. GerskapodlogaVSRUDGLPQH $O]KHLPHURYH EROH

SRVOMHGQMD JHQHWLpNDseVYRIbBHEK BahEavji 1 $RNE GIIDEN R
YHUO NDR SRV OM H@écadY IL @W HULpN PLLMKHY D W L M DPEWpUgkhD U L] L N[
ULMHpPpLPD L ]Dbbi@dbsdsbppdboN izvidikgenetl p Prédispozicija. Asocijacijske
VWXGLMH L DQDOL]H YH]DQRVWL JHQD XWYUGLOH VX XN
VSRUDGLp Q@QBR-3 KjEdDriNd3e nastankinolesti s otprilike 66880% XGMHOD SUL pH!
preosWDOL XG-LJRM @HQH pNH(IPLPEHQLFL



Jedini do sadaigurno X WY ULy FBRW YHYHHWLPpNL pLPEHQLN NRML SRYHU
PRAH VPDWUDWL L XJURNRP ]D QADVA/jeDIINDIfi2dB Ri¢hB @l p Q R J
apolipoprotein EAPOB). Rezultati dvijuvelikih populacijskih studija provedenih 1993. godine

prvi suukazali su na] Q OQrjuPovezanost alel® (u odnosu na alel@ i @) gena za APOE
SRYHUDQLP WRI1L7NBRP 1D

Gen za APOE nalazi se na kromosomu 19 iitnablike 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 ngozicijama 112 i 158; E3 ima cistein na pozicijama 112 i arginin na 158; E4 ima
arginin na pozicijama 112 i 1§89). Razlikau alelimaRGUHYyXMH UD]JOLpLWR ASRQD:
APCE proteira. Pritomje izoforma proteina E2 neuroprotektivna, dok se izoforma proteina E4
povezuie sSUL]JLNRP ]D QDVWDQDN Wbdek® LY NGO MK [SEWHAHS'DMD L

lako nsu X SRWSXQRYV WrolekiskiMnie&&@piwhtl @jelovanja ROE proteina u

] D SR p L QazmdQAD, poznato je dg njegovo djelovanjajesno povezanohrarom,

prijeno®om i metkolizmom kolesterola ne samou mozgy nego i u perifernim tkivima i
organima(2l) 3RYLAHQD UD]LQD NROHVWHUROD X VHUXPX RVRE
obolijevanje odAD-a(22). APOE MH WDNRYHU XNOMXpHHSWUGR HNJUR] NP
PRAGDQX ,BULIMHPAKXX$32( WR SWARCEGIAROERIpdriM bid RRDE?2,

]D @&WR VH Y MHU XM Hme&abolizdrDanxvidisl Hé&ddvio Roigodajgregaciji i
stvaranjuamiloidnih plakova(23). Taj polimorfizam prisutan je oko 15% zdrave populacije,

dok se u oboljelibpdAD-a MDYOMD X  (2%).OlxdidliNeHNdO alela (feterozigof)

imajuoko SHW SXWD SRYHUDQ WBD-p dok e kdrl @dndzibwtd @ kiziX RGL ] D

20 puta(24). APOEO DOHO XWMHpH QD U DADbdesti SdhdsidYern&bphiRS W R P D

0 aleladovodi do pojave bolesti desetak godina raffijé).

2VLP QDYHGHQH JHQHWLpPNH SRGORJH RVADERGUdoWRH QL UL]JL
ispo, SUL pMIRXL]LN REROLM K28)DQddtbi UrlH Uhl(POckstatinatska

ozlieda glave(27) QLAL VWXSDQMERBUDPROIMHOMH AVLGIBSWLpPpNH
hipertenzija(29), dijabetes tipa 1(30), prekomjerna konzumacija alkohof@l), kaoi unos

nekih W Hharétiah (32 84). Rezultatijiednogmeta L VW U Dpokaz&®i QUM B UL UL]JLN QDV WL
AD-a NRG S X35DipKd su rezultatiSRMH G L Q L K pokaall ipdstojanjed MDW LW Q R J
GMHORYDQMD QLN R \WkiughprévaléncijuRRIaHNRDG LS @86.8% D



1.3. .OLQLpNL SARZNeDridpdeH et

Glavni simptomi osoba oboljelih oAD-a su progresivni gubitalkognitivnih funkcija i

SDPUHQMD WH YLGOMLYH SPURRIKMHNHV X (SHROBGER QM X IN\K M Bl G
agresivnoe KLSHUDNWLYQR SRQDaDb 8) HzrégkWwavédehik simpgiorh& | HV L M X
propadanje neurona u subkortikalnim i kortikanMB RGUXpWIHPBSRUHPHUDM X L

neurotransmiterskih sustay@o #1)

6M|JUHQ MH J R G liifekd sBrigtyrheADRa@ triNteidial4R). Prvi stadijAD-

a MH RNDUDNWHUL]JLUDQ JXELWNRP GHNODUDWLYQRJ F
QHVSRVREQRVW VYMHVQRJ GR]JLYD VYDNRGQHYQLK GRJDVELC
Utom VWDGLMX PR&H GRUL GR SRWHANRUD X REDY&€MDQMX V)
kognitivne simptome javljaju i nekognitivni simptongoput promjea X UDVSRORA&HQM
emociRQD O QRP G R apeYit@ MKu¥UbQddoxsti i spavanjE XGQRVW SR QRUL SR
po dany pHV W R Lshéferiost @ Bumrikzbunjenost uzrujanost depresivnosti drugih

(43). U drugom stadijlAD-a GROD]L GR SRIJRUADGMDN SO VHIPW Q R/R. pS\DRP U H
PRabvestiiGR SRWHANRUD X SUHSR [@d20p&apQavijX) ZO NRNHK RFRE&D
GR 1QDpDMQLNH] BN K IHEIRMREQ@RLY WH U F H SadijuMiélazi@iow UH G HF
WHANRJ SURSDGDQMD VYLK NRJQLWLYQLK VSRVREQRVWL
LPSOLFLWQRJ SDPUHQMD pLPH VH RJUDQLpPpDYD VSRVREQR\
postajupotpunoovisne odrugima(42). 3SaRUHPHUDM X SURVWRUQRM RULMHQW
odAD-aPRaH VH MDYLWL NDR UDQL VLPSWRP NR Misefaujd WKRGL
istodobno s njimate karakterizira prodromalntadij bolesti(44) u kojenu osobe ne pokazuju
odstupanja u svakodnevnom funkcionira}t). Pokazano je A URVMHpP QR ¥sgdaND GHV
s MClem JRGLaQMHDU® Jpojedin® osobe s MCI ne razviju demendcyb). 1z
QDYHGHQRJ MH UD]JYLGQR GD MH SRy H-EQQRditaXdaRi SsUD U HQ N
XWYUGLOR X NRMHP UH VGMDP @B UHP @ QFLMWMXOQD] WIXMPDW L
YDAQR X NOLQLpNRM REUDGL RGEDFLWL SR]QDWH UHYHU]L
KLSRWLUHR]X X VWDULMLK aHQD L 33MWPCE RGN R HQAL MKy KER
klasifikacije bolesti i srodmi zdravstvenih stanjdnternational classification of diseases and

related health problems$CD- WDM VH VWDGLM QD]LY D nildbddghitivee SR]Q D M
impairmentMCI) (46) D SUHPD '60 PDOL QHXUR MR Qdutydoyn@vte SRUHP
disorde.



1.4. 1HXURSDWR OR aAlzheiladydedy boldspi H X

IHXURSDWRORANHU YURPRHQUDQJLUDWL SRPRUOUX WWL SDUD!
A$%&3 ERGRYDQMH 3DUDPHWDU $ VX RSLVDOL 7KDO L VXUD:
amiloida $ $ L DPLORLGQL SODNRYL QLVX SULVXWQL $ 7KI
Thalfaza 4 ili 5)(47),(48) 8 ID]L ]DKYDUHQ MH pHRQL VOMHSRRpQL
fazi 2 entorinalni korteks, hipokampus, cingularna vijuga, inzula i presubikul, u fazi 3 jezgre
PHYyXPR]JD VWULMDWXP L NROLQHUJLpNH MH]JUAGBRABLREL
deblo te u fazi 5 mali mozald7). Parametar B sedoosi na neurofibrilarne stadije koje su

1991. godine opisali Braak i Braak. (BO: bez NFT; B1: Braak stadij I/ll s NFT prisutnim
SUHWHA&QR X HQWRULQDOQRM PRAGDQRM NRUL % VWD
KLSRNDPSXVX L DPLJGDO ljaciighi k&gk®;aR3) Istauli \QMD s DNFR F
QHXURSLOQLP QLWLPD L GLVWURILPpQLP QHXULWLPD SULVX\
RVMHWQRM L PRWR U Slk&1R MO)PRraBairQRskl otihBsUna rasprostranjenost
QHXULWLPNLK SODWRYDMHQLK RG $ MH]JUH RNUXAHQH GL\
se nakuplja hiperfosforilirani tau protein). Rasprostranjenost NP je opisana kao CO: bez NP,

& ULMHWNL 13 & XPMHUSABC VANDOHpWHVWRUWIBVWH |]D GHIL!
UD]JLQD QHXURSDWR @RaNEX prsrujéh®, MIEu@,Dsrexinje i visoke razine
QHXURSDWROR&ADWKIASURPMHQD X



Slika 1.Topografska progresija neurofibrilarne degeneracije prema Braaki Braak, 1991
(49). U stadijuli ,, GROD]L GR aLUHQMD QHXURILEULODUQLK SURP
KLSRNDPSDOQH IRUPDFLMH &WR NOLQLpNL NRUHOLUD V JXI
SURVWRUQRP GH]JRULMHQWDFLMRP WH PDQMLP SRWHAaNRI
stadiMLPD ,,, L ,9 GROD]L GR a&LUHQMD QD VOMHSRRpPQX WMH
NRUHOLUD V SRWHaNRUDPD X SULVMHUDQMX WHAaNRJ SU
SURVWRUQRP GHIRULMHQWDFLMRP L SRWHaNRdIMRALN V NRQF
L 9, a&LUHQMH |]DKYDuUD SULPDUQX RVMHWQX L PRWRULpPNX P
X SUHSR]QDYDQMD REMHNWD WH SHUFHEBPLMWNR R IS WPIRODRL
prema:(48).



1.5. Pretpostavk o nastanku Alzheimerove bolesti

6 REJLURP GD QHXURSDADRICGRAWWDMXRRMR @BERWYXOMHGLFD UD
PHKDQL]DPD UD]JYLOR VH YLaHDSWDIE FBWIeVIbehhstavie sQ DV W D (
DPLORLGQD L WDX WH RQHARIENADE Qdddy Yobohekh @3@bal P6rédM D Q M+
navedenih glavnih pretpostavki, pojg i neke manje zastupljene teorije koje nastoje objasniti
QDVWDOH QHXURSDWROR&NH SURPMHQH WR VX NROLQHUJ
SRUHPHUDMD IXQNFLMH PLWRKRQGULMD L OL]RVRPD KLSRYV
disfunkcije (50 £2).

1.5.1. Amiloidna hipoteza

IDNRQ RWNUWURMD [@EIMMNMMQL Xamddil¥ QR B k&Glavnog strukturnog
proteina(53,54)nastala je amiloidna kaskadna hipoteza ki@ PLQLUD X LVWUDALYDQI
pa sve do danag55,56) 3UHPD QDYHGHQRM KLSRWH]L QHUDYQRW
XN O D Q MUn@@rbje®ylavnSDWRORENL SURFHV NRML SRWLpH GUXJH
NRQDpPQLFL GRYRGH GE7)XdXdbirzskdg bbkeADBFL MBEQLP SRpHWNF
GROD]L GR PXWDFLMH X JHQLPD ]DbSUFRRWHN R & O bl XE H QP
AD-a GROD]L GR QHUDYQRWHAaH L]JPHY®8SURL]J]YRGQMH L XNOD

$ SHSWLG PROH]J2KmDEs@Re chepanjpm amiloidnog prekursorskog proteina
(amyloid precursor protein APP) (59) kodiranim genom na 21. kromosom{60).
Alternativnim izrezivanjenPP-a nastaju tri glavne izoforme AR, APPss1i APPy70. Postoje

GYD YDAaQD SXWD- DD pxidpretardi(Heabl@dogeni put) koji prevladava kod
zdravih RVR ED Lsekrétdze (amiloidogeni put) koji previadavaAD-u (61) PHyYyXWLP
dokazana je prisutnost tog puta i u zdravih |j{&d) (Slika 2).

U neamiloidogenomS X W X  H¥@KrktBza (skupina metaloproteinazeitzima ADAM10)
FLMHSD $33 NRG OL]JLQD S Wermmblit dio @dRISRAPAVISAPR(BROBIOMLY L 1
C-terminalni dio APPa (C-terminal fragment,&7) NRMLVUBIN&IHWD]D L QDVWDMH
p3 koji ne sudjeluje u nakupljanju i stvaranju plak¢®3) (Slika 2).

8 DPLORLGRJHQRP S3ekvexazduibeta six®aen@avtiprecursor protein cleaving
enzymeBACE) dovodi do cijepanja APFD QD SRpHWNX $ VOLMNHEd L RVOR
APP ( -soluble amyloid precursore protein V$33 NRML VH RWEXauihdl L &7)
fragment of APP NRML RVWDMH YH]DQ ]D PHPEUDQX ,] QMHJD X R

seNUHWD]H QDVWRMHLO®LRGDP LY RINLEBH Ik 8$VSRUMGLpP QR
8



AD-u |1QDpDMQR M HseRrBtazhiaidktQrivg64). Oko 80-90% nastalih peptidés -a

bLQH R Q LodM0 Brjiikb®delina, a-5 JUDYHQL RG DPLQRNLVHOLQH
DJUHJDFLML X WRSOMLYH ROLJRPHUH L$VWDYHIQ MRS YHU
DPLQRNLVHOLQH SRWLpH DE QR PNDDIHX EHIBDPHQ MXG SHSYV
aminokiselina (65), te je glavni oblik $ Kkoji se nakuplja umozgu u manjoj mijeri
LOQWUDFHOXODUQR X YHURM PMHUL HNVWUDFHOXODUQR
angiopatija) (64,65) Glavni dokazi koji potkrepljuju amiloidnu hipotezwobiveni su

L VW U D a m¥Mtacip yehaPzA proteine APP, PSEN1 i PSERSe su povezangnastankom

nasljednog oblik&AD-a. Mutacije u genlAPPdovode do prekomjernog stvaranjaakupljanja

$ D P XWDFL MRBSEX1IJREEN2EDstvaranjaA 142 (66,67) 7 D N R joHdlhzak
]DAWLWQH PXWDFLMH XWHROUHWDLR]B VHWAB D GBH GRGDWQR
KLSRWH]X 7]Y ]1DawLWQD PXWDFLMD pLQL $33 VODELMLP V
pHIJD SRVWRML PDQMD YMHAWRGEBBYW QRVW REROLMHYDQMD RC

-VHNUHWD]D MH PXOWLSURWHLQVNL NRPSOHNV NRML VH
nikastrina, APHL (anterior pharynxdefective 1 i PEN-2 (presenilin enhancer)2(70). Za

QRUPDOQR IXQNHNNUHWDIGHMEHRWUHEQH VX AD¥uHdolkEMMbL UL NRF
SURPMHQD X GakrétdplR MIMERMX]URNXMH VW YD (6D.@bbEnGXaHJ RE
SULORJ RYRM WHRULML LGH pLQMHQLFD QGtbsoRMREH V 'RZ
kromosoma) koje imaju tri kopijaAPP JHQD UD]JYLMDMX S ODIN RWGRIL pQR AN XRa
AWR MH L VOXpDM NRG RELWHARRLKMER).NRMLK SRVWRML GX



B o | Vi |
€

APP 1

| AB [
1 695
™
/S \
o - sekretaza / '\_. p - sekretaza
." \-
' ‘.
— V] — V]
[ ] I I I
sAPPa ) i sAPPf ‘ :
C83/CTFa C99/CTFB
y - sekretaza v - sekretaza
CTFy /AICD CTFy JAICD
put a - sekretaze put p - sekretaze

Slika 2. Shematski prikaz procesiranja amiloidnog prekursorskog proteina (APP)Dva

puta razgradnje ARRD  S-Xakftetaze (neamiloidogeni put) koji prevladava kod zdravih osoba

L S X3dakretaze (amiloidogeni put) koji prevladavA@D. TM: transmembranska reg;jj@83:
SURWHROLWLPNG GUR GB8RBW&UD |[FU RW H R@jeWPRANAD: ABAR G X NW L
XQXWDUY CWwebnhblpgldmena &7). F WHUPLQDOQL IUDJPHQW QDV
sekretaze &7) F WHUPLQDOQL IUDJPHQW QDVWOtRmMmaIMHSD QM
fragment nastao cijepanjem sekretaze; S S 1UDJP Hamid $ Preuzeto i
SULODJRYH@R SUHPD

-HGDQ RG QHGRVWDWND KLSRW W )rRENArE V PAIMRR Y HRQ R\ QW NDP R
V GUXJLP pLPEHQLFLPD NRMLSBIW R R REBUBRIIBMARE) BdiX

interakcije s proteinom ta{r4).

1.5.2. Tau hipoteza

Tau proteinpripada skupiniproteina povezanils mikrotubulima icrotubuleassociated
protein tau, MAPT), te unakrsnqpovezupg PRQRPHUH . L i iM&XPRAQXQPORJIX X

sastavljanju i stabilizaciji mikrotubulé/5). Uglavnom je eksprimiran u aksonimavéi G L P

10



razinama mRNA proteina uP R & G Rdp Rilyokampusu nego u bijeloj tvari i malom mozgu

(76) 7 D N,Reksptimiran e uPDQMRM WNde@titpnaQjezgri i sinapsam@?). U
SDWRORANLPSRMMpIMLP D | Raul RridteiceluEokij® promjenu njegove
konformacije i odvajang od mkrotubula pa SRVOMHGLpQR GROD]L GR Q
QHXURILEULODNDRH VQRWELIQHXURSLOD NRMH VBEPWRORAEN
B8RpPpHQR MH GD X R\AR- Ool&iEdR pokasieCrdzikfeRi@iliranih tau proteinad

GR SXWD X RGQRVX QD ]GUDYH URAZHE tth je \WsMndfibBlRMAL L VS
GHIJHQHUDFLMD YMHURMDWQR XJURNRYDQD nX bhfggdtAl RVIRUL
sposobnost stabilizacije mikrotubula, a ne smanjenjem ukupne razine tau pi@2¢ina

1.6. Izoformetau proteina

Tau proteinSRVWRML X REOLNX daHVW L]RIRUPL X GXaLQL RG
alternativnim prekrajanjem mRNA iz jednog geM&PT D LJUDADYDMX VH X PR]JX
bRY M83NKao i u moz) X aW [BH.MAPTgen QDOD]L VH QD NURPRVRPX
eksona(85). Alternativnim prekrajanjem eksona 2, 3 i 10 nastaje 6 izoftamproteinoje

VH PHYyXVREQR UD]OLN X Me¥migadlhbgrdijel& 0 (OMX N @ B Y WMLQIN) DN
ili2(YHOLpPLQ BN), odddsno prisutnosti 3 ili 4 mikrotubddl YHAX UH GIRR&RDH

(86,87) (Slika 3). & WHUPLQDOQD UHJLMD Y H &tdrminaina] RegiiLsN U R W X I

plazmatskom membranom i drugim citoskeletnim proteinj@t38)

Slika 3. Izoforme tau proteina. 1zoforme se razlikuju prema odsutndBtprisutnosti jednog
ili 2 N-terminalnog dijelgON, 1N 2N)i premaprisutnosti 3(R1, R3 ili R4) ili 4 (R1, R2, R3
ili R4) mikrotubul t YHAXUH GRPHIXJHWR L SUL@B)JIRYHQR SUHPD

11



Svaka izoformdau proteinaLPD UD]JOLpLWX XORJX WH GUXJDpLML REUD
7LMHNRP HPEULRQDOQRJ L IHWDOQRJ UDJ]GREOMD SUHGRPI
15 IHWDOQL REOLN GRN VH RVWDOL @®BOLEWNVXS RPRIIIRX
REMDaAQMHQH UD]JOLPpLWH ILILRORANH XORJH VYLK L]JRIRUPL
X RPMHUX L]U D@Dprbfeinad pbjediim tauopatijamég@0) WH GD SRVWRML R
omjer 3R i 4Rtau proteinakarakteriVWLPpDQ ]D SRMHGLQX WDUWMI&8ZD WL M X

podjednak omjer 3R i 4R izoformtau proteinal neuronima, glija stanicama i cerebrospinalnoj

W H N ¥oi)L Q L

IDMGXOMD WDX L]JRIRUPD 1 5 JUDYHQD MH RG KLGURILOQL
ostataka, 56 negativnih Asp ili Glu ostataka, 58 pozitivnih Lys ili Arg ostataka i 8 aromatskih

(5 Tyri 3 Phe) ostataka. lako fau proteinED]LpDQ PRaH VH SRGLMHOLWL X

0 naboju i motivima domeng7,92) N-terminalna domena (AA #50), prolinom bogata
domenaAA151 243), mikrotubul+ YHAXUD GRPHQD JUDYHQD RG LOL S
i C terminalna domena AA37841.

.DNR EL VH L ViaupriotédihadDAD-X ONRRDLVWH VH UD]JOLpLWL DQLPDOQ
VX L WUDQVJHQLpQLADGW DONFYXWNLIP PRIGHUWJOLNX RG pRYME
LVWUDALYDQMLPD VXJHULUDQR MH GD BRWRZddimé kaDalXit UD H N\
proteina(93,94)i na razini mMRNA(94 96), te je samo nekoliko autora sugeriralo postojanje

YLAH RG WDX L]RIRUPLI9Y ReRrutatkpramabbieuBdnicima pokazali

su da poput ljudf PR]DN RGUDVOLKs@NEHNVRW BV V0 GYRLRUPL (NVSU}
LIRIRUPL ELOD MH GHYHW SXWD (84) INeddjeG radibb\pBoteiHaVANVMH 5 L
1 LOL 1 ELOD MH L XNXSQRJ WD Xonrludsk@jOLNX R
mozgu, omjer 3R tau i 4R tau izoformije1(86) D 1 1 L 1 WDX L]JRIRUPH pLQ
54% i 9% ukupnog taproteina(99).

1.7. Fosforilacijatau proteina

Od svih posttranslacijskih promjena tau protein IRVIRULODFLMD MH YMHURMDMW
da regulira pojedine | L] L ReOfi&dyje tau proteina NRQWUROLUDMXUOL QMHJRY
mikrotubule (100) 8 LVWUDALYDQMX +DVHJDZD L VXUDGQLND SUY

fosforilirani tau proteiniz mozga osobaboljelih od AD-a (101) Kasnije je pokazano da

12



QHXURILEULODUQL VQ R $auiptotainD @ péstbji [RY¥ELRNOSt © hasBr®adm
NRJQLWLY QL KDRIZMZALO} QMD X

2GUHYHQD P MHYV WbDproRiMdRKI sWdd\ekavdteuropatold NLP SURPMHQDP

MHU IRVIRULODFLMD QD WLP PMHVWLPD X]JURNXMH DJUH:

(104,105) U AD-u identificirano je45 mjesta fosforilacij@au proteing Y18, S46, S68, S69,
T71,S113,T123, T153, T175, T181, S184, S185, S191, Y197, S198, S199, S202, T205, S208,
S210, T212, S214, Z, T231, S235, S237, S238, S258, S262, S289, S356, Y394, S396, S400,
T403, S404, S409, S412, S413, T414, S416, S422, T427, SA433,(BA8KSlika 4).

PRD___ | M @ M3
T231| “8262

S235| S258 S289
S237
S238

EZ.LES

N
Y18 S46 ||T71 S113
S69  Ti:

S68

S198))|||(IT217
S199|/1S214
S2021(T212
T205IS210
S208

Slika 4. Pozicije mjesta fosforilacijetau proteina u osoba oboljelih odAD-a. Identificirano

MH SULEOLAQR P MHV W Dprolivdhh Rdgat@) DE tehhihalnQ Didmémi,asH X
nekoliko mjestaunutarmikrotubul =Y H dwdomenaPetmjestafosforilacijeidentificirano je
VSHFLILPQLP SURWXWLMHOLPD QD IRVIRULOLUDQL WDX Q

fosforilacije identificirana su masenom spektrometrijom i/ili Edmanovom razgradnjom.

3UHX]HWR L SULQ@YRYHQR SUHPD

OHULQD LVWUDALYDpD riafijp auJiotémnBdoodiSdd proRjeérndhjegove
NRQIRUPDFLMH a8WR XJURNXMH RGYDMD QM H1®)Odbjehy RW X E X
KLSHUIRVIRULOLUDQL WDX QDNXSOMD VH X XQXWUDaQMRVW
]D PLNURWXEXOH WH NDR SRVOMHGLFD WRJD GROD]L GR Sl
VLQDSWLpPpNRMXIXRND- AMMLR UH]IXOWLUYD) SURGD G EQMRNP LY MXUU
smatra da prvo dolazi dematanjatau proteinaa tek potom fosforilacije i odvajanje od
mikrotubula(108). Tau proteihnNRML MH DEQRUPDOQR IRVIRULOLUDQ QDC
tkiva osoba #AD-om, JGMH pLQL L GR XNX&@BtdnREQRUPDOQRJ
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Invitro LVWUDALYDQMD SRN D] D orliraviXauG DtdnieG i b Drergksijul R V |
s Di EWXEXOLQRP PLNURWXEXOD YHU X]JURNXMH RGYDMDQ
SULGUXAaHQLK P Ladroitfmikrstebaia1m®@D R G

Fosforilacija tau proteinaje reguliranaVORAHQLP R G QRVY® [Set¥hhrihaza
XNOMXpXMXiU&'&6.3.%$ 3.& &' . 0$5. -1. S 0$3. NDJHLQ NL
manjeg brojdosfataa & $WdrkupnoUH]XOWLUD QDVWDMDQMHP UD]JOLpPLW
RGUHYHQLRDIE]IP D

U ranoj faziAD-a dolazi do fosforilacijeau proteinana epitopima Ser262, Thr231 i Thr153

(79). Fosforilacija na epitopu Ser262 i Thr231 inhdbvezanjdau proteinaa mikrotubule za

35% i 25 %(111) Daljnja fosforilacijatau proteinge na epitopima Thr175/181, Ser262/356,

Ser422, Serd6, Ser214 i Thr212. Kasni obrazac fosforilaaijeproteinaje na epitopima
Ser199/Ser202/Thr205 i Ser396/409) 'UXJD LVWUDALYDQMD SRN&DOD VX
proteinana epitopima Ser396/404.12) i Ser199/Ser202/TRO5 (113) vjerojatnojedan od

najranijih S D W R GGARAINDI Hiaktddku i razvojéD-a

Osim fosforilacje, dolazii doGUXJLK SRVWWUDQVODFLMVNLK PRGLILND
svojstvatau proteinaPored fosforilacije, i M YLLVAW U D & L Y D @QuDpr&ikir@ePaeklagiia

(114. 5DQLMD LVWUDALYDQMD WDX DFHWLODFLMH SRND]DOH

agregacijutau proteina(115,116) no kasnLMH MH SRND]DQR GD DFHWLODFI
agregacijutau proteina117) L LPDWL PRJXUL ]DAWLWQL XpLQDN QD UD
(118). Ostale posttranslacijske promjene su ubikvitina¢lid9), glikozilacija i metilacija

(120,121)

1.8. aL U HXDN\HR PrendgdNfa tau proteina

Braak i Braaksu opisalistadije SD W R O R & N L&l BatieB49)NgrBnije karakHULVW LPp QH
promjene zaAD IDKYDUDMX SR GUXDpQ\DHRRRDLQDOQRJ NRUWHNVD
hipokampalnodCA1 poljai izokortikalnih SRGU XpMD V O M KSsaRijR/H)QWRstadijtH aQ M D
., »,9 GROD]L GR S0 WRADRAQ IL MauSpideidiH absentorinalnom i
HQWRULQDOQRP NRUWHNVX EURMQLP QHXURILEULODUQL
hipokampusy SRpHWQH QHXURILE WlaanusQ BmiGddtldihg) jezdid lkab M H
SRPpHWQLP Spponjpr@afa aNduRmen i MH]JUL AWR SULOibckeus X] VHS
accumbens 8 ID]JL 9 9, NRQWLQXL juDSDPRNV KR & RAR VYaLE DRENBMIH Q H
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KLSRNDPSDOQRM |IRU P D Ftihlramjafad si&aRi® &ripns tiatunkadiat@rM D
'RGDWQR VX ]DKY Dy hlQustrusli SRaVjExgrdfuibsiantia nigri (49,122)

Hurtado i suradnici definirali su sheméL U HSDMVCR O R & N L téu prot&iraM HRQB M H P
modeluAD-a SUHPD NRMRM QDMUDQLMH YLGOMLYH SURPMHQH (
VSRUDEpRRMHQDPD XQXWDU VORMD QHRNRUWHNYVD ID.
promjera u hipokampalnu formaciju i neokeks (stupanj 11l/1V), te na kraju u strijatum,

talamus iinfragranularneslojeve neokorteksa (stadij V/\V()123).

1.9. $IHUHQWQH L HIHUHQWQH YH]H HQ'
awDNRUD

(QWRULQDOQL MNWRadonjeickitvnip LQNRPAWWUQLK YH]D 3URMHNFLM
ODWHUDOQRJ HQWRULQDOQRJ NRUWHNVD SRYHUDQMHP VY
JXVWRUX GRN RQH L] PHGLMDOQRJ HQWRULQDOQRJ NRUWI
a4 W D détijdnaviaknakoja SRWMHpPX L] PHGLMDOQRLU] HRASRINIIM) DO Q R .
iz lateralnog entorinalnog korteké24). =D UD]J]OLNX RG pRYMHND JGMH YHUL:
u CAl polje hipokampusa dolazi iz LEO X PLaD L @&WDNRUD YHULQD SUR
PRAGDQH NRUH X &$ S R-@aeanim @uRedDd) alvéaj® & u glodavaca

(]D UD]OLNX)RGIPRYIQHNIXW NRMLP XBDUWLASQRW®DD K& P LIV]I H(&
hipokampussuprotne hemisfer@ 25).

Entorinalni korteks & W D NiRjidita se u sva polja hipokamgsa (126429). Vlakna
SHUIRUDQWQRJ SXWD SRWMHpX XJODYQRIR IR Gate@althdgU RQD V|
HQWRULQDOQRJ NRUWHNVD GRN PDQML GDRVSURMG NFLIM
PHGLMDOQL GLR HQWRULQDOQH PRAGDQH NRUH SURMLFLUL
L QDpLQ ]JDYUAHWND QD KLSRNDI&S B Qrietr&lo Qa-skvieRiikeP D QL V X
stanice u sloju Il i piramidne stanice u sloju Il izvorne stanice za perforantni put, pokazano je

GD PQRJH GUXJH YUVWH VWD QL Rsta XiNSisHnEUORE(I30ED UH P C
W D N Ry H Uju & pdidvAlntohdydrogdipokampusa(131433) 7/DNRYHU L] HQWRULC
korteksaodlazeprojekcije premaipokammususuprotne hemisfer LM H VX LVYKNRGIDEUM R
stani Ill. sloja entorinalnog korteks@l27) 1DMYHUD N R Br§jekQjél @mjdbena je
premanazubljenoj vijugi ali polia &$ &% L VXELNXO WDNRYHU SULPDWN
projekcije(134:438)
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1.9.1. Nazubljena vijuga(dentate gyrusDG)

Ipsilateralna projekcija ngyrus dentatug¢DG) proizlazi uglavnom izvjezalikih, piramidnih

i multipolarnih stanica sloja lentorinalnog korteks#127,139,14Q) Manji dio projekcija
perforantnog puta dolazi iz piramidnih i bipolarnih stanica dubokih slogavarinalnog

korteksa (141443). 90ODNQD NRMD SRWMHpPX L] SRYebtdangwilLK VOF
korteksa ]DYU&DYDMX X YDQMVNRM WDGH ialLvizkna PR @ediX@D U QR J
entorinalnog korteksdDYU&aDYDMX X VUHGQMRM (Mo HEIQ)L PROHNXOD!

Metodom retrogradnogS U D U id€padsidlazom iz hrengokazana je longitudinalna
topografija projekcija entorinalnog korteksa D&. Stanice koje se nalaze dorzolateralno u
ODWHUDOQRP L PHGLMDOQRP HQWRULQDOQRMPM@ERAUWHNYVX
stanice koje se nalaze ventromedijalno projicirap temporalne razin®G-a (Slika 5)
(124,129,146148).

1.9.2. Ammonov rog(Cornu Ammonis CA)

Amonov rog Cornu Ammonls GLR MH KLSRNDPSXVD pLMD JUDyD N
citoarhitektonska polja CA3, CA2 i CA@149) 3HUIRUDQWQL SXW ]DYU&ADYD X
(127,135,141,146,147,150)

Perforantni put od entorinalnog korteksa do Cpdja SRND]XMH VOLPpQX RUJIDQL
projekcije od entorinalnog korteksa B. Ekscitecijska(glutamatna)SURMHNFLMID SRWMH
sloja entorinalnog korteks@l27,151) D LVWUDALYDQMH XQXWDLEYWDQLPQ
pokazalo je d&olaterab LVWRJ VORMD \D@DQIFKBGUXRMHAXSL 6WDQLFH
HQWRULQDOQRJ NRUWHNVD SURMLFLUDMX iceDnediRiMdga L QV NL
entorinalnog korteksa projiciraju u duboki dio molekularnog sisj&# 5) (153,154) lako ne
SRVWRMH SRGDWFL ]D aWibwtR QD WA HXXV B RE B &kaE BB HVORP

je postojanje ekscitatornih projekcija Il. sloja entorinalnog korteksa prema@Aoje tvore

G LVLQD S W ihjpdbkhmNamiknid. N R

Organizacija projekcije iz entorinalnog korteksa prema @bdfju L VXELNXOX ]QDpDM:
razlikuje od projekcije premBG i pdju & $ EXGXuL GD HQWRULQDOQH SUR
poiu SRWMHpPpX L] VORMD (127,182) QHCALl]poyuO Reédifalne, i lateralne
komponente perforantnog puthD Y U & D Ysbaiuxh IXcunosum moleculare/lakna iz
PHGLMDOQRJ HOQWRULQDOQRJ NRUWHNVD ]DY WYalpX¥ekM X XJOLC

YODNQD L] ODWHUDOQRJ HQWRULQDOQRJ NRUMEKNVD ]DY
16



(126,153,156) 'LR HQWRULQDOQRJ NR UMakdj BrazdNgRIME rivhEIi3Q DME O L
povezuje se sa septalnim dijelom CAptlja, dok se udaljeni dio povezuje s temporalnim
dijelom CAlpolja(Slika 5) (156)

1.9.3.  Subikul, presubikul i parasubikul

Projekcija od entorinalnog korteksa do subikklBaRWMHpPpH XJODYQRP L] VORMD
stanica sloja Il, V i VI, koji prelaze subikul na svom putul@@ i polja &% WDNRYHU GDN
NRODWHUDOH NRML (12153 D6Y,D38)Wakha\peterannd@puta usmjerena

su prema vanjskom dijelu molekularnog slsydikula(135,145)

.DR L NRG &% SURMHNFLMH RYLVQR R SROR&DMX LVKRGLAQ
VX XVPMHUHQD SUH P Bulik@a{HikaH-D)) Raferani peHotaiini put projicira

prema proksimalnom dijelu subikula, a medijalni perforantni put na distalnije dijelove subikula
(128,148,159)

(QWRULQDOQL NRUWHNV VODER LQHUYLUD SDUDKLSRNDPS
Y H U LifQvlakana proizlazi iz dorzolateralnog pojasa medijalnog i lateralnog entorinalnog

korteksa(129). Vlakna iz stanica lateralnog i medijainogWR ULQDOQRJ NRUWHNVD
SUHWHAQR X VORMX , SUHMZEIBNS0D O LM I$ DXURDPVHXEDR. NNXFODW U D

projekcija od entorinalnog korteksa do presubikula i parasubfk6la).
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Slika 5. Shematski prikaz laminarne i topografske organizacije perforantne projekcije na

nazubljenu vijugu, hipokampus i subikul *RUQMD VOLND SULND]XMH SRYL
NRUWHNVD aWDNRUD SRGLMHOMHQX QD PHGLMDOQR 0(¢
WDPQR]J]HOHQD SRGUXpMH 'RUJRODWHUDOQL GO GLMHO
septalne razine hipokampalne formagigok ventromedijalni (vm) dijelovi projiciraju na
temporalne razine hipokampalne formacije. (EECSURMLFLUD QD YDQMVNX WUHU
slojaDG i stratum lacunosum moleculare CA3 slajkse 0 (& SURMLFLUD QD VUHGQ
tih slojeva. Nasuprabme, u CA1 i subikulse /(& L 0(& UD]OL puwzis Bgué& LFLUD
SR SUHPpQ H s&pvoiicird & granicu CAL i subikulaG RN 0 (& ] D prakéibatnipeu

CAlpolju, au subikuluYLaH G.[PvelzBX®@ifl160).

1.9.4. Peririnalni korteks i postrinalni korteks

(QWRULQDOQL NRUWHNV 38DOMH VYRMH SURMHNE@G&IYH SUHP
uglavnom iz sloja Il iVLEC-a GRN VODELMD SURM HMWEAIB2)S RWMHpH L]
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Svi dijelovi entornalnog korteksa projiciraju na postrinalni korteks, iakagrojekcija slabija
u usporedbi s projekcijom iz entorinalnegeririnaln korteks(129) 1DMMDpD SURMHNFLM
L] GRUJRODWHUDOQLK L LQWHUPHGLMDUQLK GRRIBD D ]DY

1.9.5. Povezanost s neokorteksom

Entorinalni korteks projicirae u U D | Odijplbv&/rdokoreksg note YH]H VX SULOLpPQR
(163,164) LEC se MD pH S W RiNdrririi, Urbntalni, inzularni, temporalni, cingularni i
somatosenzdr p kotteks u usporedbidEC-om 1LMH SURQDYHQD UD]JOLND X MIL
okcipitalni kortekg165).

3RYUALQVNL VORMHYL SLULIRUPQRJ NRUWHNVD SULPDMX ]
HQWRULQDOQRJ NRUW H N \izDdorla@@RINbl DvemrométfiEind@GRa/iM H p
ventromedijalnogMEC-a(129,165) 3URMHNFLMH © D HQWHEDD SIRFONIOD JH L]
L 9 VUHGL 3 QUECH | MEQAKLEIR Y D

Lateralni entorinalni korteks, a posebno dorzolateralni entorinalni korteks, projicira umjereno
VQDA&QR QD IURQWDOQL META % lddkidnijé) liIMRQ@ W@ HMHN HSRVW R M
inervacija frontalnih regija iz cijelog medijalnog entorinalnog kort¢k28,165,166)Lateralni

entorinalni kortekseumjerenR SURMLFLUD QD SUHOLPELPpNECIMaQIUDOLF
VODELMX SRYH]DQRVWESW6YY ISRjed RGddnamdyLkerieksa HO aD O M X
SURMHNFLMH QD LQIUD Odiréntidnp Ntanitskja WikeN/Vgu [3 WHD@IRP EL p N L
korteks(168) =D Y U aH W MECMYO ER-Bdgtektirani su u slojevima | i \firimarnog
PRWRULBRGRXPRIDGDQH NRUldjevimbDIR,,, RUELWDOQRJ SUHOLF
LQIUDOLPELpKRYIGSRER)Y XpMD

Stanice bjevall, lll i V MEC-ai LEGa aDOMX XPMHUHQH SURMHNFLMH SU
inzularnog korteksa, @ DMWVWHIDAQML DIJUDOQROWHRY LXOMPDURID YH]
iz dorzolateralnog dijelaEC-ai ventromedijalih dijelovaLEC-a i MEGa (129,165)
Povezanosentorinallmgi VO M H S BORdk§gR Slabal XJODY Q RPd@BAddatipH L]
dijelova LEC-a i MEGa(129,165)

Projekcija od entorinalnog korteksa do cingularne regijeD N R labd.LEHseuglavnom
projicira naprednj dio cinguluma dok se MEC MDpH S W Rettdsplénijdni korteks
(129,165,167)Iz MEC-a SURMHNFLMH XJO @randdRiRnebiRN Bldiep\Xkdji |se

nalaze u kaudalnom dije(d70)
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SURMHNFLMH X SDULMHWDOQL NR dordlaiexaliid jelo@DEF IL XJODY
MEC-a Glavni dio projekcije iz ento@ DOQRJ NRUWHNVD XJODYQRP |DYU
somatosenzdr p N Rdtteksu. MEC se slabo projicira na posteriorni parijetalni korteks
(129,165)

3RVWRML YUOR VODED YH]D L]JPHYyX HQWRULQD@&QW,) NRUWH
V QDMMD pRP SdieRabhiths ISR IS RX 229 ¥a3)

196. 3RYH]DQRVW VD VXENRUWLNDOQLP SRGUXpMH

Iz dorzolateralnih i srednjitamelaLEC-a i ventromedijalih lamelaMEC-a L]OD]L VQDaQD
projekcija prema endopiriformnoj jezgil29,171) (QWRULQDO QL sdfiRajiagva-uNV W D N |
PHGLMDOQH GLMH Ob¥reuliofastQidn@®2V aL FH

Entorinalni korteks projicirae ulateralni septummedijalnu septalngezgru qucleus septalis

medialig i vertikalnu granu dijagonalnog Brioma W U [gorid Biagonalid (129,173,174)To

su aksonuglavnomiz stanica u sloju V&EC-a i MEGa, iako u medijalnom dijelu lateralnog

L PHGLMDOQRJ HQWRULQDOQRJ NRUWHNVD PQRJH VWDQLFF
(174). Postoji slaba projekcija od ventromedijalndigela MEC-a i dorzolateralnog i srednjeg
dijelaLEC-ado klaustrumg129)

Entorinaln N R U W H pidjelkie prémidamigdaloidnom kompleksu jezgareposébazalnoj

jezgri, a Q H &lAblike u medijalri dio lateralne jezgre iV W & Rartialne jezgre. Vlakna
SUHWHAQR SRWMHpX LILECW DIONFR WWWIORNHYXPBRYUALQVNLP
doprinose navedenimprojekciama (129,175478) Smatra se dae reuroni MEC-a ne
projiciraju u amigdal179) LDNR MH LVWUDALYDQMH .HUUD L VXUDGQL

ventromedijalnoglijela (129)

Entorinaln korteks seobostranoprojicira u bazalne ganglije, posebnoventralni dio, tj.u
nucleus accumbend VXVMHGQH GLMHQRY,H6Q30 X3 IDErzdbehkhi iF H
VUHGLaQMEC@E L Xhtronketijalni dijeloviMEC-a daju projekcijeu repatu jezgru
(nucleus caudatys putamen(129) kaoi u nucleus accums (129,166,18Q)dok neuroni u
ED]DOQRP GLMH O XulstdRi®Qimdminadap@i4D Y H U Bférantnihviakanaiz
LEC-a(129).

Medijalni dijelovi LEC-a i MEG-aproijiciraju na kaudomedijalni dioucleus accumbenaLEC

V H pididrai na lateralne dijelovaucleus accumber{$81).
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Pokazano je da postoji slaba projektifgC-a i MEGau lateralnu skupinu jezgara dorzalnog
talamusa(129,182) te na anterodorzalnu i anteroventralnu jezgru talamusa, seku
anteromedglnu jezgru projicira sam®EC (182). Nisu opisane entorinalne projekcije

ventralni dio talamusariucleus reuniengl83).

Postoje vrlo slabe projekcijleEC-a i MECGa prema hipotalamus(@29). Mamilarna tijela

hipotalamusarimaju projekciju izneurona slojeva Il i 11l MEGa (182).

1.10. HLS RW H ] DS®W RIQ &l prokeiEO L N D

IDNXSOMDQMH XQ XWauynstairia Qelutofbtilikrnb Jedijd pd2itwmp korelira sa

stupnjem kognitivnog deficita u osoba AD-om (102,184,185)i smatra se glavnim
mehanizmom patogene2®-a(186) 6 OLPpQR QDNXSOMDQMHtzbproddgh® RaNL P
XRpHQR MH L X GUXJLP QHXURGHJHQHUDWLYQLR18VD XRSDW|
progresivnoj supranuklearnoj parali¢i88) i frontotemporalnoj demencijf189) 6OLpQRVWL
L ] P Hjh}auopatijalL ALUHQMH G Xa QH XdJde Qratpoktavky He] ProteifblaR|S
mozgaLPDMX VOLPpQH VWDQLpPpQH L PROHNXODUQH PHKDQL]PF
GREUR RNDUDNWHUL]JLUDQH FHUHEUDOQH SURWHLQRSDWLNMN
bolesti. Stoga se smatra dapusvomeA S R Q D &0 Qrofein? navedenibauopatijaVO Lp QL

A S R Q D #inQa1X194).

SULRQVNH EROHVWL VX ULMHWNH QHXURGHJHQHUDWLYQH
smotanih prionskih proteina. Prusiner suradnici razvili su 1982. godine hipotezu koja
pretpostavlja da prioni djeluju kaL Q IHNW LY & R GRRW\R URHH 1D \& RWHRG@ M HK
promjena (195). Hipoteza je ubrR SRWYUYyHQD WH LDNR VH LJUD] A
kontroverznim (196), pokazano je da abnormalni prionski proteini mogu potaknuti
NRQIRUPDFLMVNX SURPMHQX SUHWKRGQR QRUPDOQRJ SL
Kontroverzan je ziRJ WRJD MHU WR PRJX pLn@KihwitusskDjiPoRoiz¢odeU LV X W Q
proteinproteine neophodameophodneza promjenu konformacije normalnog prionskog
SURWHLQ D; XprSdalsvi RdxdkiNvirusa je virus influence tig®7) 3aDWRORANL REO
tvore topjive oligomerei naposljetku amiloidna vlakna. Mehanizam stvaranja vlakana
QRYDpHRRWHRAPHUD SRPRUX LQLFLMDB&@RRd(sB0ihy(BIRAHE)D QDI]LY
(198) =DQLPOMLYR MH GD SRVWRMH UD]JOLpLWL VRMSYL SULR
SDWRORANL SULRQWLVRGCP WD QUHIY LG/ VWDQLRHD]@LPpHWH \

dijelove PR]JD 9L&H QRYLMLK LVWUDALYDQMD SRND]DOGR MH GI
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E sinukleir D(200205) L WDX NRML GLMHOH VOLPQD MNydRkiovidY YD NDR
SRVWRMH UD]JOLPLWL VRMHYL VD -keBijsRimsuostLimaPBERNAF LR Q D O G
6KRGQR WRPIDWROR®NLEKu fttdBMHROVVLQDSWL plidiP SULMH(
egzosomima, ili pak mikroglijoniz jedrog GLMHOD PR]JD X GUXJL GRYRGL L
NOLQLD 6B 208 I=NDHL VW U D & L YaD QrdieihaBel ChligQoM Buradnici(208), te

Liu i suradnici(209) koristili su modelu kojem je ekspresijgau proteinapRY MRHINUID QLpHQD
VDPR QD HQWRULQDOQL NRUWHNYV & DWDRGvERENIGYGEIH O X XRp
proteina X S R G bhzhgdMdbmmski povezaa V HQWRULQDOQLP NRUWHNVRP
SRWYUGLOH VX L GUXJH LV WU D aL SN RIOIRIEX\I 10 MBemiR N X QXOR |
u SR G U X hkdials® ibvezaa s mjestom injiciranogau proteinaili mjestom ekspresije

virusnog vektordau proteing210213) NavedenaLVWUDALYDQMD SUHWSRVWDY(
tau proteinaGRJDYD QD Y H UL PuXxGXD0 WIHQ RI\DW/ILCRI{eHcijdd Hd ke W Q L K
rezultat Q H S RV U H G Qi thjésh ludk@adijBtau proteing208+210,214)

Monomer Pogresno Oligomer Fibril
namatanje

gl
SN

Slika 6. Sijanje tau proteina. Tau monomeri sprirodno togjive, nenamotane i fleksibilne
PROHNXOH QDUDQpDVWD ERMD 8 SDWRILmRt&@WRE&NMNRP SURF
ERMD 8 WDXRSDWNMdDPPRSRXJHURARYDWL QDNXSOMDQMH
nestabilne multimerne oblike ili oligwere. Dodavanjem monomera mehanizmom sijanja,
SRIJUHAQR QDPRWDQL WDX SURWH]Q R NXMXQ R\DHLYY B @ i1 HV Y
monomera Q R Y Dip Wi strukturno stabilniji fibril. CrnombRMRP R]Q D\WW& DL MWL O D
SUHX]HWR L SUL@IDBYRYHQR SUHPD
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1.11.0RGHO 4% RHOHED R tePpROWIERQ L K

6YH Mihvitrh@iHvivo GRND]D NRML XN BRjpidiXin&XIN @MXHRMH YLAH NI
RWS X g pr@einéQ D VLQDSVDPD X L]Y RRQivinpijepash QusjeSriiRivWRU L
udaljeni neuron GMHORYDQMH SURWHLKQj@§ dnNl&rRdoé kbEf@RaQijskeS UHP D
SURPMHQH HQGRJHQRJ SURWHLQD XsmStandgRrot@&ré@aNoutein WU D Q
definiranih neuroanatomskih puto{#02,216)Slika 7).

Fizioloski uvjeti ~
# Pogres$no smotani i/ili
fibrilarni tau

Pogresno smatanje i pogresSna unutarstani¢na lokalizacija

e
b o

s — 4
o C

.

Medustani¢no Sirenje

& ~ M
o & oy ’[-") —_— -
. -~ - - n
" . * .
>3 -
.
»Seeding”
- £ —~
e gmp—Y g 4 R‘ A
’ 5§ S}
» *'ﬁ e " endgr“fac/]a n "
':.; lay genog ,\
.
Sirenje u 3.
neuron -

Slka 7. ORGHO &aISRHQMBOHQR MURRPDWBIRAL K8 |L]LR GREjstima tau
SURWHLQL makié pQyataiVéksonima aL U Q@ WHR OR a NauKprétdin@a L N D
]JIDSRpLQMH UDQLP GRJDYyDMHP SRIRNHAYIR O VIR Beidiviiel B Q & MY
se veliki brojtau proteinanakuplja u somiL GHQGULWX WH QD VLQDSWLpPNLP
S3RJUHAQR VPRWD Qatinpienos&id Rk saigl ledvidt neurona ddrugogau
kojem Q R Y idyblve endogerntaumonomereL SUHQRVH VYR dVaWEyaDTiBIRd UHA QR

mehanizmonsijanja AL SBWRORANH SURPIAHBX] MDR 5 SRWEADBPRYHQR
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1.11.1. OHKDQL]PL PHYXVWD Qdup@RidaSULMHQRVD

BUHGOR&AHQR MH YL&H PRJXULK SXaV prot@naSkka gV WL pQRJ S
X QX W D U UM PrQiiQFPHY X VWD QLRI PRIWD MNHHP X L]YDQVWDQ
izavnim NRQWDNWRP L]PHyX VWDQLFD

8 RWSX&aWa@dnaiX NOMXpHQD VX GYD WLSD L]YDQVWDQLpQLI
egzosomi. Mikrovezikule nastajizravno iz plazmatske membrane. Stvaranje egzosoma
]DSRpLQMH WLMHNRP WUDQVIRUP D Fmivagidacijom (pRzmatske GRV R P
membrane endosoma prema wawolazi do formiranja intraluminalnih vezikuiatraluminal

vesicles ILVs). Nove invaginacije 8 W® javljaju u membraniog endosoma dovode do

stvaranja multivezikularnog tijeldmultivesicular body,09% NRMH VH MR&a& QD]LY
endosomKada se muivezikularno tijelo spoji s plazmatskom membranoRVOREDYDMX V|
intraluminalne vezikule egzosom{217,218) Pokazano je da egzosomi nose pri(#kd) $

peptid(220), sinuklein(221,222)i tau proteing223). 0 Hy X Wdj@linaLVWUDALYDQMD SRI
VX GD VH L]YDQVWDQLpPpQL SURWHLQL WDX XJODYQRP QDO
vezikulama(224,225)

In vitro je pokazano da postoje mehanizmi kojitaa proteinGRGDQ X L]YDQVWDQLD
ulazi u somu sekundarnih stani26230) 7DX PRQRPHUL L ROLJRPHUL WDI
ulaze u neurone diferencirane iz inducira®® XULSRWH QW Q 3B Duvadtrpcgedu VWD QL |
kulturi (232,233) 3LDFHQWLQL L VXUDGQLFL XRppoteindut&D XQRYV
astrocitaLPD aWHAND@D VLQDSWLpPpNX DNBWN-Y6QFRVLWDQH X¥XRQ D QD F |
VX GD SRYHUDQ XQRiV] XDh DWPORM MWNHL KRB O MADWD X]YDQVW
prostoru(232,233) Mehanizam unostau proteinaW D N Ry H U iMilolRRSTr34) Q

1IHNROLNR LVWUDALY D Q tbDpsteinad RDI® R CM H QGHEBS R HHWERGR 7
klatrinomili endocitozom neovisnom o klatrif@35£238). Unos slobodnih tau agregafaR a H
biti posredovan heparan sulfat proteoglikanim@37,239) iako je vjerojatno da sw to
XNOMXpWQEXJIL UHFHSWRUL OHKDQL]DP XQRVD HQGRFLWR]
SDWROR ajNteuprateibbHAWR MH SRND]JDQR V WUL QH]DYLVQH VWX
LID]YDOL é&damenbiadé235,236,240) ulazak u citoplazmu. Calafate i suradnici
pokazali su daBIN1L. JHQVNL pLPEHQLN ADL hégdtivng Regililanacgaeni
endocitozni put, te dauppitak funkcijeBINL UH]XOWLUD SR VEIDRADR®IRIEAN B K USHUORWPL
tau proteinaSRYHUDQMHP LQWHUQDOL]D @83 Kada JeJdthdd3amBinaH Q GR F |
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membrana puknuta, putevi autofagije se aktivimgkogalektin8 i NDP52receptoa (236)
$XWRIDJIJLMD L]D]YDQD VW DréslLai @stoPtak® G IIRWYAROUINRPO RONY LQKLI
autofagija potencija agregacijutau proteina AWXRND]XMH QD XYWROQRMWH X &aLU
SDWRORAN L& @atdhg2367221) Michel i suradnici sugeriraju da se tau agregacija

L] PRQRPHUD PR &H u@RarBagihwhdocitoznih vezikuadWR WDNRYHU PR
pogodovatid L U HSOMWR O R & NAtéu pratenB288) 2VLP VHNUHWRUQRJ SXWD
GD X AaldutEiaVXGMHOXMX Q@QDRIRG MadotubedTNT) (242,243)
1DQRFMHYpPLFH VX ILODPHQWR]QH FiaRdEErRji2® RN W R/Y\HU X NPWM ¥ X
VWDQLFD WH MH XRpHQR GD SUHQZRBSY H7SUIGR Y W HL SWRIMDKELQQ
VX GD L]YD&pWeOPRBALSRWDNQXWL VWEBUDQMH QDQRFMHY

Stanica donor Translokacija “R
preko membrane =g,
£ < ¢ S? &

N

Egzocitoza

Mikrovezikule

g
%
pe

| Izlazak iz
| endosoma

* |

Multivezikularno 2 ; R, R
tijelo S&

* * * /HSPG Endosom

g Endocitoza
Egzosomi Stanica primatel]

Slika8 OHKDQL]PL PHYXVWD Qap@oehaSBUMGQR&MDQL VX UD]JOLp
prijenosatau proteinaV QHXURQD QD QHXURQ 7DX VH L]J]OXpXMH
translokacijom kroz plazmatsku membranu, mikrovezikulama, egzosomima koji nastaju

IXILMRP PXOWLYH]JLNXODUQLK WLMHOD V SOD]J]PDWVNRP PHF
Unostau proteinauglaY QRP VH GRJDYD NUR] HQGRFLWR]X SRVUHGRY
NODWULQX L UHJXOLUDQ MH KHSDUDQ VXOIDW SURWHRJOL
HQGRVRPD L GRUL GR FLWRSOD]PH24®UHX]HWR L SULODJRYH
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1.11.2. Oblicitau proteinaNRML SRWtap)$ BWRHDGERMNLK SURPMH

drenje SDW R O R & N LtaU [BatefBLNW MVQUBDWrhQgRNin vitro (192,247,248 in vivo
modelima(249) no QLM H UD ] M DAIQ kuidgpdkeind & Rkbriformacijsku promjenu
HQGRJHQRJ SURWHLQD X SDWSRID/RRErandex | 0RNK WHD XER S B QMM
LGHQWLILFLUDQL VX UD]JOLpLWL REUDV §ati (38@)iXau BojeVMR UL O D F |
NRML PRJX X]URN RYDWRORANH(@IHH) R/EODMH Q D

Mirbaha i suradnici identificiralsu VW DELODQ REOLN WDX PRQRPHUD NRML
(252), ali YHULQBVUDaALY D @eM® toflfiNoblidD t@uDoligomeraS R W [p U #aQ M
SDWRORANLKIREBEPMHQD

9DAaQR MH QDJODVLWL GD QDpLQ SULSUHPH L GHILQLFLMD W
istraALYDpNLP PB7X Bdkéz®a iV W U D agrop®B R B D O D, Mprpremljene tau

oligomere (258) kako bi se mehanizmom nukleacije potakla agregacija monomernog tau
SURWHLQD L VWYRULOL QHXURWR N kiltjr@rieuvgilaxtomskiBF R PHU L N
SY5Y stani@a SRWLpX VW@EEBRHIP X VPUW

1.12.'RVDGDEQIMski BRGHOL NRULaAWHQL X
a L U kaQ pidieina

,VWUDALYDQ®RVDNEMIYNWAMQODQVJIHQL kdristta RILMHYWPPOLpLWLI
pristupima,S U L p HiljidiraviiXagregaittau proteinalobiven L] PRAGDQRJ WNLYD ALY
modela(249) PRAGDQRJ WNAPDOMREBEBDLVPRAGDQRJ WNLYD RVRE
tauopatijama(251) &ODYDJXHUD L VXUDGQLFL SRND]E®DWRY REAN LM
promijenjenogtau proteinal ] P HanAtomskpovezarih S R G Umopdd Bovoljnenokuliranje

WDX DJUHJDWD L] PLAHYD V SRY Haup@RiRa 3N VS UHPLIERYHP XV
SRYHUDQRP Hthpsoteidap RN R(IB4AN D

Ista je skupina pokazala da injicijam homogenatP RAGDWRIOYD L] UDJOLpPLWLK °
b RY Milmbizak glodavaca nastafd H X U R S D W R O RVANLBbdB Jdriamavijddd (R51).
7TDNRYHU SRND]DSDWKGRBEMMBADARR]IX WUDQVIJHQLPQRJ Pl
intraperitonealne primjene tau agregath LVW LK WU D Q \éthith @ nfe€eCiR6BLAHY D

OQRJD NDVQLMD LVWUDALY D QtMRgegatdiDtpizoaih v XitrGiDtauQM L F L U
agregatadobiverih L] PRAaGD Q RibgWWVNRWDNQXWL SOWRQRIEAN MMD SURP M
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WUDQVJHQLp Q21P,2P22A4262#66) pDN L RQL NRML VH GDMX SHU
LVWL XpLQDN SRWUHEQR G X ONeka atluikd . M Qv \JNDiér tileE) @B O M H

u agregatima prisah i normalnitau proteinPlad aWR VXJHULUD GDmbgdMLFLUD
QRYD phddgene tau proteine Kkoji sereoblikuju u S D W R Ok@rdddmaciju
(208,214,267,268) 7TRPH X SULORJ LG DWRRSDFR DMk tdiRIRadgu
LID]YDWL X GLYOMHP WLSX &L YaRW/pra@rijei¥28/R268M pLL@QMMat#tiQQ ALS R N
MH HQGRJHQL PLAML WVeXa\WEsthp yHQU B QNMI7HPQERQYLPD NRML
ekprimiraju P301Lmutiranitau SU R W H L @269 RDNaklé{ dhBvedenim s VW UDALYDQML
koristo PLaML RRGROHUDQRP HNVSU tay preté&tra p RY \WMHKE[DEER J
inokulirao oblik tau proteinakoji djeluje kao klica. Da bi se potaknuo razvoj bolesti,
inokuliranom SURWHLQX WDX GRGDWQR MH $mRivgenhepgP Q ®MIH 5 RWCHA C
gena bilo divljeg ili mutiranog tipg251,270)

8 YHULQL WiljXip aabpbteMadgregira u filament50) PHYyXWLP YHULQD GRYV
PRGHOD VX WUDQVJHQLpPQH & LtivaRitdl Qrofieih pNRRYNHH NHIN S D LVPW R I
predstavljaju dobar model neurofibrilarne degenerd2ifd) Naime, u timmodelimase mogu

vidjeti neke rare neurofibrilarre promjene, alibez razvojapravih NFT-ova i nastanka
kognitivnog deficita(272276) NavedenaLVWUDALYDQMD GRND]XMX PRJIXC
SDWROR&a&hAK SWRORQW JHQL pQ lirka R142M9) Ro BRBRGHOL SUHWHA
eksprimirajutau proteins mutacijom P301S ili P301(213) Ova mutacijaX Rp QO NOMXpLYR
kod frontotemporalne demencije s parkinsonizmom zbog mutdéifeT gena na kromosomu

17 (FTDR17), odnosno tauopatije u kogg uneuronmainduciraneurofibrilarradegeneracg

u samo nekoliko tjedan@77) KRG YHULQH GUXJLK WDXRSDWLMD QHXURI
je spor proce$278) AWR XND]XMH QD ]QDpDMQX UD]JOLNX X WHPHONM

7UDQVJHQLpPQL PRGHOL SRJRGQL VX ]D LVWUDALYDQMD SI
N RterjuBneuronskih promotora, ekspresija transgena potataivisn SURPRWRURP MRa&a X°
VH PRaAH GHWHNWLUDWL X FLMHORP PR]JX L YHULQD WUDQ
WLSNRQUHDNH QDSUHGRYDQMD EROHVW kojRméastajun@jedo@Hi X URILE
QHNROLFLQL PMHVWD VDWRM L\KY WHGRY © g Wb \GANGED h@HCKH X ) 7

tangles) (279) Stoga postojasnaSRWUHED ]D UD]JYRMHP QRYLK RRGHOD \
QHWUDQVJHQLNRMVMK HLYERQ®MDRSRQDADOL $' X OMXGL L R
V S H F h iMepa@ilemabolestikoji VX XNOMXpHQL X @ prymjeba@Ipdh SDWRORAN

Upotreba@WDNRUD NDR PRGHOD ]D LVWUDALYDQMH WDXRSDWLN
NRUL&W HRphajpvije VAWDNRU MH ILJLROR&ANL JHQHWVNL L PRUI
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'"UXJR VOWUPKMRXEDRAWDNRUsSWEMNRWH U {di]isdbiRiakb je omjer

5 5 WDX L]RIRUPBRuUIljud:ES4DNRUWONW XUD aWD RECEWwMHNRI SURW
MH VAPOR-QXDp R Y(RBA,RBD) 4 WRA&H EDHERGIHBR Y H K3DeBijsAPOE

a pPRYMHND QDSRVH RQDM QMHPRE MR#e@L SIR NRWAEDNDD WWIDXMV
SRVUHGRYDQX QHXURGHJHQHUDFLMX X WUDQVNAPQLPQLK |
PRYM#BNYD7UHUH SUHGQRVW NRULAWHQMD aWDNRUD XPMHV\
VXVWDY V GXOMLP SRVWQDWDOQLP UD]J]YRMHP PR]JD 7R GF
VOR&HQLMH rRddghrkqidid BemelMzBl poznatdJ D]OLNH X (38BQPHW @ MW R
aAWDNRUL LPDMX YHUH NRJQLWLYQH VSRVREQRAMIMRG LAPLEAN
ILQLMX L WRPQLMX PRWRULPNX NRRUGLQDFLN283®4 SRND]X
SHWR YHUL PR]DN a&WDNRUD RODN&DYD PLNURGLMROL]X YL
WHNXUGLQH L QHXURBH UBYENXNXJDXR DWW Dz RD RFCRR) XFURKGIHHO
GHWDOMQLMX DQDOL]X SRQDADQMD L WLBEVRRBRENX M I WRR

na kogniciju.
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2. HIPOTEZA

U tijeku promatranog razdoblja geldanaesinjeseciinokulacijatau oligomera umedijalni dio

entorinale PRaGRo® :LVWDU AWDNRUD X]JURNRYDW UH WUDQVVL
DJUHJDFLMX WDX SURWHLQD V PMHVWDUIL@WIORQH PEEGDQB L
naposehipokampus aWR UH GROHMAMILSBRDEDLQNMRIQLWLYQLK GHILFL
RGJRYDUDWL WHALQL VWXSQMX L UDVSRGMHOL UDALUHQF
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3. CILJEVI RADA

3.1. 2SuUL FLOM

&LOM MH RYRJ LVWUDaL Ydd&pdrih &pekaxadaubpalj&KemHa) hagds€) M D
WUDQVVL QD S WutgnmNiRithjead. pret@mjeyanog patogenog oblika (oligomera) tau
proteina umedijalni dioentorinale PRa @ko@ : LVWDU daWDNRUD

3.2. 6SHFLILpQL FLOMHYL

1.

Odrediti koji oblik tau proteinaL]D]LYD ALUHQMH L QDMYHUL RSVHJI S
UD]JOLPLWLP YUHPHQVNLP WR p bkBlacijeohgdrRets, bdpdEidD FH U H |
sintetskih fibrilatau proteina

Odrediti koji oblik tau proteinaGMHOXMH GRHXWURWR BWIROQH VH LVWU]
strukturne promjene (gubitak neurona, nakupljanje tau proteina, nastajanjevisFo
UD]J]OLPpLWLP YUHPHQ WiKuRciigtéufproRiRD QDNRQ

Ispitati promjene u kognitivnim sposobnostima u ovisnosti o injiciraniolikwtau proteina

i vremenuproteklomnakoninokulacije

,VSLWDWL XpLQDN GDYDQMD RO brdoRiRadd)@zine wkuppdyy HW V N L K
fosforiliranog tau proteinaX KRPRJHQDWLPD PRAGDQRJ WNLYD L OL!
ALYRWLQMD
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. 3BRNXVQH aLYRWLQMH

,VWUDALYDQMH MH SURYHGHQR QD P X4MjesEdaPuRgojeniivhB U V R M
,QVWLWXWX ]D PHGLFLQVND LVWUDALYDQMD L PHGLFLQX UD
je provedeno na HrvatskonQVWLW XWX ]D LVWUDALYDQMH PR]JD abDOD
6YHXpLOLAWD X =DJUHEX

SRVWXSFL QD aLYRWLQMDPD SURYHGHQL VX VXNODGQR VOM

VX WUHQXWQR QD VQD]JL X 5HSXEOLFL +Uardaive WdVviReMbroj =DNR
=DNRQX R L]JPMHQDPD L GRSXQL =DNRQD R ]D&WLYV
SUDYLOQLNX R ]DAWLWL ALYRWLQMD NRMH VH NRUL

broj 55/2013); 4) Pravilniku o izmjenama Pravinika]J@ aWLWL ALYRWLQMD NRMI

znanstvene svrhe (Narodne novine, broj 39/17);VBRGLpHP ]D GUaDQMH L N

ODERUDWRULMVNLK AaLYRWLQMD SRVWXSFL VX RGREUH

+UYDWVNH L IDNXOWHWMNRD (W Gp QR IGERE WHICHRTQ AR Y

01/61, broj: 52510/025515 2EXpHQD VDP ]D UDG V SRNXVQLP aLYRWL

(Federation for Laboratory Animal Science Associatjpis i B kategorija, broj odobrenja

F060/17.

ALYRWLQMH Yasta@hamd @ H2/22 h ciklusom izmjene svjetla i mraka, sobnom
temperaturom 21 f& L YODJRP X UDBVIRYWRU MH RERJDUHQ NXWQ
AWDNRUH WXQHOLPD ]D LJUX ]D EROMH L NYDQUW &NMQUMH H

trganjei manipuliranje.

ALYRWLQMH VX LPDOH VORERGDQ SULVWXS AMxBdQI§EDUGL]L!
Milano, Italija). Iznimka od hranjenjad libtum ELOR MH GHVHWRGQHYQR UD]GRI
WHVWRYD SRQD&a&DQMD ND G D14vshti prije Be§ianaL OD QHGRVWXSQD

,VWUDALYDQMH MH SURYHGHQR X VN O Reg@laceweNtRe@uciohPD ]D Sl
Refinementt ][ DPMHQD VPDQMHQMH L SREROMADQMH
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4.2. Priprematau proteinaNRULaAWHQLK X HNVSHUL

Sintetski fragmentauproteinaNRML VDGUAL SRQDYOMDMXUH GRPHQH ]I
(4R) (2N4R; molekularne mase ,9%Da) sintetiziran je prema protokodpisanom u referenci

broj (286)i darovan od profKayeda(Galveston, TX, SAD)Tau oligomeridarovani su ogrof.
Kayeda(Galveston, TX, SAD)a pripremljeni tako da se,® mg rekombinantnotau proteina

inkubirdo V —NM uree kako bi nastao monometau proteinkoji se dijalizira preko
QRUXPBS,pH7 =D SULSUHPX WDX RPLDWRofdh#DauXproteina—(/1
mg/ml) dodavalo V H —PBS, finalne koncentraciig®mg/ml. Oligomeri$ 142 —/

0,3 mg/ml; prof. Kayed,Galveston, TX, SADdodaali suseu pripremljene tau oligomere i

P L MiHLarDinutu kako bi se mehanizmom nukleacije potakla agregacija monomeunog
proteinal VWYDUDQMH QHXURWRNRIQI@ UK DFD X HR O RIRABFHUDD VI
RUELWDOQRM PLMHADOLFL QD VREQRM Rbridtik SusdkBoKIiXaJL VDV
]D VOMHGHUL FLNOXV ¥po§wgak jeipakiddipén B Puital KRIRDHHILED eliminirali

ostatci $ 1.42(287) 8VSMH&DQ QDVWDQDN W Bepréa stamRiBréiiranirs iU R Y M H
opisanim protokolim#286) Za dobivanje tau fibrila, tau oligomeR L Mil$i#ide na orbitalnoj
PLMHADOLFL SUL VR8BGHM WHPSHUDWXUL

4.3. Tijek pokusa

S obzirom na svrthuW WUDALYDQMD L QD SULPMHQX QDpHOD 5 EURNM
SRWUHEDQ ]D GRELYDQMH VW Davii VeaultdgiNkognitymip edtb@al. K U H ]’
kvantitativne analize histokemijskih i imunohistokemijskih preparata imali dovoljnu dtddist X

snagu o < 0,051 ednosmjernom analizom varijan@@NOVA s post hocTukeyevim testor))

biloje SRWUHEQR X]HWL a L XERWLQHCH © R O j et pNDieBci

i 11 mjesec) L ALYRWLQMD SR VNXSLQL ]Bro¥U &HIPYHRQNVINXM\D RDRI X/ |
RGUHYHQ MH DQDOL]JRP VQDJH SRPRUOX * 3BRZHU VWDWLVWL
uzorka fttps://download.cnet.com/Bower/30062054 410647044.html i temeljem
SUHJOHGD OLWHUYDWXNX NU S RIGUXP MR [S IR XV HEDEzEMEReIX X S X O
QHODJRGD LOL VWUHYV QLMH G Rt LQBOON Q MWgnENQHHG XY D ALY R’

QUHPHQVNK WRMNRD MH YUAHQD DQDOL]D SRQD&DQMD aL
imunchistokemijska analizalL ] Y U & H® ¢thna/4<mjeseca,8 mjeseci i 11 mjeseci nakon

stereotaksijskanokulacije tau oligomera ili tau fibrila ,DNR MH LQLFLMDOQR RGU
viemenVNH WRpPpNH |]D DQDOL]X ELWL GDQD PMHVHFD PM
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ALYRWLQMD MH ]JERJ RXNDHY potres Qrarkijebj@np@&J dana, 4 mjeseca,
PMHVHFL L PMHVHFL a4WR MH EROMH R GjeSdjahh@ryeng HQRJ ]F

tau proteina kroz dulji vremenski period.

=D VYDNX YUHPHQV NoX zi¢EbpeNsKURRE RN Y MQHK. ALYRWL@E&MB L] SL
pokusne skupined WowaiYesu 3 dana nakoimnokulacije kako bi sebolje razlikovala difuzija

tau proteinau odnosuna njihovo a L &k @dvh aksona preostale pokusne skupihe8i 11

mjeseci nakomokulacijekako bi sepratil R & L US-DQAWRHO R & N Ltal [Sdieih&eizHiqjiD

vremenski periododnosnoGD EL ALERWWOQMHH S UL &OKote@X stardiiD URV W |
bRY M288) D

dvotinesu QDVXPLPpQLP R G DékUBRKRpiddPWS je bileskupinada L Y R Kéja Q M D

je nulti danjednostranonstereotakigskom primjenomdobilatau oligomeredrugaskupinaje

nulti danjednostranonstereotaksijskom primjenodobilataufibrile, a W Udhupidbaa LY RW L QM D
je nulti danjednostranonstereotaksijskom primjenofd RELOD IL]LR QREItN).RWRSL Q>

Tablical % URM ALY RVMKOMNRQLAWHQLK X HNVSHULPHQWX

ENVSHULPHQWDOQH YUHP

Postupak
3 dana 4 mjeseca| 8 mjeseci 11 mjeseci

stereotaksijska primjena tau

. n=6 n=10 n=10 n=10
oligomera
stereotaksijska primjena tau
. n=6 n=10 n=10 n=10
fibrila
stereotaksijska primjena
n=6 n=10 n=10 n=10

ILJLROR&A&NH R

Uvremensik. P W R IN3D PlDnjeseaiakonSULPMHQH WDX ROLJRPHUD WDX
otopine, VY H VX aBVUR W HQAMHptadhEnd panp¢izu XpHQMX SDPUHQMX L SF
N R U L 8 WDQ/\Hi€faiat_ € st otvorenog plja, testa prepoznavanja novog objekésta

prepoznavanja nove lokacije objekta-iabirint testa Elika 9).
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POKUSNE SKUPINE

+ Western blot analiza

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

fizioloska ot. (n=6) + Histokemija

(Nissl, Tioflavin S, Bielschowsky,

tau oligomeri (n=10) ———— 4 4 mjeseci Gallyas Braak)
tau fibrili (n=10) i
fizioloska ot. (n=10) + Imunohistokemija
- (AT8, 4G8, MC1,HT7, T22, AT100)
), &
~7
2 j}; Ttest OFT/ NOR/NOL
= tau oligomeri (n=10) . ; :
tau fibrili (n=10) A mjesed
fizioloska ot. (n=10) ‘
[
| J
0. dan Ttest OFT/ NOR/NOL
tau oligomeri (n=10) 111 mjeseci

tau fibrili (n=10)
fizioloska ot. (n=10)

Ttest OFT/ NOR/NOL

Slika 9. Shematski prikaz tijeka pokusa.Sve skupineALY RWLQMD DQDOL]JLUDQH V>
histokemijskim i imunbissoONHPLMVNLP PHWRGDPD 8 VNXSLQDPD &4LYR\
YUHPHQVNL M, 8 RIANTeEBdonakon nultog dandtVSLWDQH VX SURPMHQH
SDPUHQMX L SRQDaDQMXDNR UMLIAWH Q DI fHHPC B HD/A TR 85PN
OFT, test otvorenog poljdNOR, test prepoznavanja novog objekt®L, test prepoznavanja

novelokacije objekta

34



4.4. Metode

1) Stereotaksijskzahvat
X +tLVWRORAND SRWYUGD SUDYLOQRJ LQMLFLUDQMI
2) Testoviza ispitvaneSURPMHQD X XpHQMX SDPUHQMX L SRQD&ADQNMN
X T-labirint test

X Test otvorenog polja

X

Test prepoznavanja novog objekta

X Test prepoznavanjaovelokacije objekta
3) 3ULNXSOMDQMH ELRORANLK X]RUDND
4) Histo O Radahaliza tkiva

X Bojanjemetodompremanisslu

x Bojanje Tioflavinom S

X

Bojanjeotopinomsrebnog nitrata(Bielschowsky metodoin
x Gallyasbojanje metodom pBraaku
5) Kvalitativna imunokemijska analiza proteina
X .YDOLWDWLYQR RGU knuhofeakQiwiestiaLUHQMD $7
X 3BURWRNRO LPXQRKLVWRNHPLMVNRJ ERMDQMD SD
protutijelima AT8, HT7, MC1, 4G8, T22 i AT100
x Protokol imnofluorescemog ERMDQMD SDUDILQVNLK UH]JRYD
mozga protutijelim&YN i T22
6) Kvantitativha analizgroteina western blot metodom
Xx 2GUHYLYDQMH NRQFHQWUDFLMH SURWHLQD
X $QDOL]D SURWHLQD L] PWeitErib@tRmktatiddl. YD AaWDNRU
7 2GUHYLYDQMH NRQFHQWUDFLMH SuWwkeMddhQVNLK ELRORANL
X 2GUHYLYDQMH NRXXFHIRN U B WIDWHRdiBWaN RLISAW D X
metodom
X 2GUHYLYDQMH K REEEISRQretddomL M H
X 2GUHYLYDQMH NRWQRHLQW UDFQ R Bp@diaEIRSAVNRJI WI
metodom
8) 6WDWLVWALPND DQDOL]
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4.4.1.Stereotaksijskeahvat

Prije svakog pokusa tj. procedure anesteziranfokuliranjatau proteinastereotaksijskom

injekcijom & W Daw &klumatizirani kroz 2 satate podvrgnuti gladovanjiroz razdoblje od 2-

14 sati(289)

Dan prije operacijed L Y R ¥ulp@rie antibiotik Baytril enrofloksacin, 100mg/ml) u 1L

sterilne vodePrije procedure injiciranja tau oligometau fibrila,odnosnol L]LROR&NH RWRS
aLY R W bilzMWddlvigntte S R p H &vi€3tRe4iji intraperitonealnom primjendkombinacije

anestetika i analgetikBlarketana (djelatna tvar ketamin) dozi od 50 mg/kgi Xylapana

(djelatna tvar ksilazin) u dond 5 mg/kg.

1DNRQ SRPHWQRJIsVARAGBY D RIWYQROMDSUHQHVHQ PEpR PRRIKUD F L
inhalacijske maskeG U aDdDlivkoj anestezijiz 2% - 2.5%inhalacijsk anestetikizofluranu
100%tnomkisiku s protokonod 1 L/min. . R U L & WHEORB (MddemeyetOHGL]LQWHFK QLN
7LHU]UIAMAW O L QJH @ sustaM H#® Dhpalebijsku anestezi@ RPRUX L]RIOXUDQ
aLY R W LnQdditdneg Xbzirom na tgesu li davaleRGJRYRU QD EODJL WDNWLO
SRVWXSDN hadabi pr&Repdd\rRiti bilo kakav odgovor.

aL Y R Wubk&ikem operacijeG U ana @rifgnoj podlozi (37f& NDNR QH EL GR&AOR GR
tielesne toplie. *ODYD ALUMRMWHQMMHHEULVDQD DONRKRORP L VW
RWRSLQRP WH REULMDOQDBpaE®h & FZAtPhDSDAOMPpYRAUHQD X
stereotaksijski okvi(Slika 10a) 3ULWRP VH SRVHEQD SR]RYJLERIRNQROEPWELHIES
poluge |D X&D R pLimieHiesdel |D RRetugel $%-tna otopina dekspantenolkiko

QH EL GRAOR GR LVXALYDQMD RND natbphexom RrOtth] BtilMH SUHP
alkohol, a zatim i gazom natopljenoms 2%tnom otopinom klorheksidina Postupak je
SRQRYOMHQ WH VH SUL P Lzatith@ahd&Rolkaka\sibutafa irddkdj&IMokansi L M H
zapotpunuanesteziju na mjestu rezartig/kg) (290).

ALYRWLQMDBHAQMBEUDYOMHQ PDOL UH]tddkivd & bRibit@®ieMdD OQR M
SRPRUX UHWMHHNWWRPUBLMHORJ SRVWXSND OXEDQMD VH RGU
ILJLRORAaNNDRWVRRRERG R Horéty@dHambda teje izmjerena provjerena njihova

P Hy XV Rdakgmbstu tiemenojkostije GHQWDO QRP EEX&EALAMIAFRP YV YLVRNLP
okretaja) s karbidnim svrdlima promjera0,8 mm ili 1,6 mm L]JEXaAaHQ RWYRU X SR
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entorinale P R 4 G D Q idreM& kbbtdinatami stereotaksijskog atlasa Paxinos i Watson,
2007 (291) bregmaML 4,8 mm,AP -6,84 mm,DV 8,5 mm(Slika 10b).

Slika 10. Postupak stereotaksijskog zahvata(a) Kopf VWHUHR W D NMddél 9420L X UH VI
(David Kopf Instruments, Tujunga, CA, SADPreuzetos PUHAQH VWUDQLFH SUR
(https://kopfinstruments.com/product/mod@&0-smallanimalstereotaxiegnstrumenwith-
digital-display-console). (b) Prikaz postipka stereotaksijskog zahvataa nulti dan

eksperimenta

.DNR EL VH PRJOR SULVWXSLWL HQWRULQDOQRP NRUWHNYVX
mozga, potremo je napraviti ERpQL S UL O DnjagiNjadjenXdoizbXdditiale ruke
VWHUHRW D NV L MigfidiRdimkudiny ik D15 R G

% X G X UL dsm2ovehialnaruka naginje pod kutom od10f N R Q Ddo@zdventralna
koordinatainjiciranjaje 8,63 mmiL]UDAaDY DW(SIiKd DIR). .DNR EL Vdljn§ULAOR
strukturi s E R p lipeMe strane(kut od 10}, bilo je potrebno prilagoditi mediolateraln

koordinat ML".

.RQDpPQH NRRUGLG®OsWNH'BEOMIFARIDQNP '9 PP NXW f
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https://kopfinstruments.com/product/model-940-small-animal-stereotaxic-instrument-with-digital-display-console/
https://kopfinstruments.com/product/model-940-small-animal-stereotaxic-instrument-with-digital-display-console/

Slika 11. .XW LQMLFLUDQMD QD '9 UXpLFLQDPHMHGDMADN VLMVNR
'RUJRY HQW U 81epe0taksliskop F By DMD PRA&H VH GRU]JRYHQWUDORQLP
(srednja slika) nagnuti pod kutodOf (b) GLMDJUDP QDJLED GRU]JRODWHU
GRU]JRYHQWUDOQD NRRUGLQDWD '9 NRQDpPQD GRU]JRYHQW
RGUHYHQL P MNORW BIghX; WL, mediolateralna koordinata3 UHX]HWR L SULODJ
prema Ferrpu i suradnicima2014(292)

2YLVQR R VNXSLQL ALYRWLQM lthu\wkgomeaV U B-FIH XHE N B HQMRP ¢
volumenuod —f@ufibrile —J X XNXSQRBddY RO @K X RWRSL@M X

S R P Rniikfolitarske injekcijske igle Hamilton (Hamilton CompanyRenq NV, SAD), a

EUILQD LOQMHNWLUDQND @QRLMNBQHRDMLBOIDUDQMD LJOD MH F
minute a potomV H L JI¥ @Zinprbod 0,2 mmsvakih 20 ekundi Nakon injiciranja rubovi

NRaH nf SR PR 8X N L UX 8& Manaje premaanal0%-tnom otopinompovidon
joda(Betadine, Alkaloid, Skop)ete je provedengostopeativnaVNUE ALYRWLQMD

Postoperativha analgezija pamila se kroz 4 dana Tijekom toga razdobljad L Y R\GUL Q M
peroralno dobivale ibuprofen (Nurofen, Reckitt Benckiser, Slougk) u SUHSRUXpHQRN
dnevnojdoziod 15 mg/kg(293)

UiV W U Duazald Qukadnika(294) QD P L AaHY CHBLM KuiMddoznimdermatitiom,

pokazao je da dodavanje suspenzije ibuprofekaY RGX ]D SLUH GRYRGL GR SR]L
QD OLMHEHOQMHHIORBBQRW@MRL KIDY ROVE R MNErR MO X ddeXi

hrane, bolju lokomotornu aktivnost, smanjgnilYy UEHEAUAH ]DFM HNORMHQMH OH]LMD
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Uzimanje analgetikavod 1D S MUDHN $naRflje negativan utjecaj stresa na organizam Kkoji
QDVWDMH SULOLNRP R&BXEGDEransiBpe enhiRasjdli@ademN R Q

ram AWR PRAaH SRYHUDWL UL]JLN SRVWR $296) SivgaYjedHm LQIHNF L
ALYRWLQMDPD ]D YULMHPH W $D R DGR nSBaROMKREHHMOIW LY QH
NHPLNDOLM prijéy RalrijenWw HhekbiiKstereotaksijskog postup&aedeni su Trablici

21 3.

Tablica 2. Popis kemikalija N R U L a4 stepeotaksiju

Naziv Naziv proizvoda BURL]JYRYDp Q
odobrenja)

Antibiotik Baytril (enrofloksacin 100 Bayer Austria % H p
mg/ml), otopina za primjenu| Austrija)
X YRGL ]D SLiUH ]
SXUDQH L NXQLUlI

Anestetik Narketan 100ng/ml Vetoquinol(Lure Cedex,
(ketamin)otopinazainjekciju Francuska

Analgetik Xylapan 20mg/mlKsilazin) Vetoquinol(Lure,
otopinazainjekciju Cedex,Francuska

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

Inhalacijski anestetik Izofluran Abbott (Lake BIuff, IL,

JRUDQHS LVRIOXI

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 jodaza N R)a X

Alkaloid (Skopje,
Republika Sjeverna
Makedonija)

*HO ]D RpL

Recugel (5%-tha otopina

dekspantenolaJHO ]D R

Bausch& Lomb, (New
JerseyNJ, SAD)
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Tablica 3. Popis opreme N R U L &a\ske@dtaksigki zahvat

Naziv

Naziv proizvoda

BURL]YRYVDD

Inhalacijska maska

Rat Anesthesia Maskodel
906

David KopfInstruments
(Tujunga, CASAD)

Sustav za
anesteziju

inhalacijsk

,JRIOXUDQ LVSDU

Eickemeyer
OHGL]LQWHFKQ(Q
7 L H U (Dutthnglen,
IMHPPpPpND

Stereotaksijski okvir

Small Animal Stereotaxic
Instrument with Digital
Display ConsoleModel 940

David KopfInstruments
(Tujunga, CASAD)

3ROXJD ]D XalL

Tip Rat Ear BarsModel
957 f

David KopfInstruments
(Tujunga, CASAD)

'"HQWDOQD EX3

Microdrill, Model Ultimate
XL-K

Nakanishi(Tochigi,
Japan

Karbidno svrdlo

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

Hopf, Ringleb & Co.
(Berlin 1MHPDpN

Mikrolitarska injekcijska
igla

Hamiltonmicroliter syringe
Model 701 RN SYR, NDL

Hamilton Company
(Reno, NV, SAD
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441.1. +LVWROR&GND SRWYUGD SUDYLOQRJ LQMLFLUD

a H O hjd<oRnjiciranjaS R W Y |& ynkiicipalRjemboje Evans Blug¢Evansovo plaviloprema
V O M HidstdinaRama

ML' 3,30 mm, AP-6,84 mm, DV PP NX291) f

Nakon injiciranja boje, mozak je uklopljem parafin serijski izrezan na koronarne rezove
debljine 10 P i obojan metodom prema MNis (Slika 12a). Mjesto nakupljanjaboje
XVSRUHVHQR MH V G ht\MdaRayitol R¥Patsdid (290) tBlika] 12b).

Bregma .84 mm Interaural 1.44 mm

Slika 12. Shematski prikaz kuta injiciranjau PHGLMDOQL GLR HQWRULQDOQ&
desne hemisfere potvrda PMHVWD LQMLFLUD QbyplaSiR PaRrNaxpréyabat VvV
obojanom metodom prema Nisstuivenom je strelicom prikazan kut i mjesto injiciranja
(koordinateML" 3,30 mm, AP- PP '9 PP .NoXRétvrdA mjesta injiciranja
SRPRUX qigp@ila GHVQR L GLMDJU&xiReRGa6 Ry Ddgma)pteukete

iz Paxinos i Watson, 27 (291) (lijevo).
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4.4.2. Testoviza ispitivane SURPMHQD X XpHQMX

SRQDADQMX

SULMH au Ww¥iRRnprewWidiar &W D N RsU idi grtel bateriji testovza ispitivanje
SURPMHQD X XpHGRKQ®X D Sdi@ljsaribXedenim Tablici 4.

Tablica4. 3SURWRNRO L]YRSRQMBDWW\DW RY D

Dan Test Parametri
1 +£12 T-labirint test 5DGQR SURVWRUQR
13 Test otvorenog polja Lokomotorna aktivnost, anksiozng
L UL]JLPQR SRQDA&aADQN
14 £15| Test prepoznavanja novog objektaj 'XJRURPQR SDPUHQM
Test prepoznavanja nove lokac 3URVWRUQR SDPUHQ
16 +17 objekta

Svi sutestovi L ] Y R yuMijekiLu istom vremenls SRpHWNRR XDYUaAHWWNRRP GR
stalng sobnojtemperaturi umjererom osvjetljenp. Testove R Q D&jP @YiMk izvodila ista

osoba(LLH), doksurezultatet ELOMHALOD
vrijednosti rezultataNakonsvaletestirare 4 L Y R spar&@waHe opraremtiseptikom i vodom.

4.42.1. T-labirint test(T-test)

Q H R Na.kvai Bu B JUFDFDX\Y D BVHD V U H ¢

Ovaj protokol opisuje upotrebt ODELULQWD L X YaNiprbojehaéabn@dvwiostonddy Q H
SDPUHQMD

Aparatura za70 D E L U L (26 roj@iyaldadtbala se aahat crnogpleksiglaau oblikuslova
TsUDYQLP SkdkeéhW dva Elljna krakaJJika 13).
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70 cm

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

10cm

Slika 13. 6NLFD DSDUDWXUH |abRrnd Ltest khi@karahim dimenzijama svih
krakova.

Prirodna sklonosta W D N R U D -Wlitint@ Dnijehja7odabir ciljpg kraka(297) SUL pHP X
RGJRYRU QD VY RbirLovisimpreti®thom deiabir{298). 7THVWLUDQMH ]DSR|
stavljanjem ALY R\W IS®RM Hpdz@iKi, odnosno na bazu-labirinta 1D WDNbj @Dp

G R SK dldodan izbojedrnog od ciljnin krakova 8NROLNR VH GYD SRNXaDMD
VOLMHGX QD GUXJRP SRNX&@hKojiaQ ¥ R W LS RVANERBILADAD] ER U X
SDPUHQMH S UndgjRdfehdradRnidiivaspontamm alternacipm (299). Izmjenjivanje
VWUDQD PRA&H VH SRWihak@OWU DIyO.Y G R WDHPMEUPD RIEBEPMIR O L N F
ispravnu stranu tijekom alternacij@bje alternacije, spontanraQ DJUDYHQD RVMHWOM
disfunkciju hipokampus&00).

U postupku ispitivanjad L Y R Ybkt@Qed stadija probn stadij(NDGD & Lprikupfa. Q M D
informacije i pamti odlazaku SRV M H U HiGthdiNzUH®aNNN D GD aLYRWILQAMHY R GDEL
prethodnoS RV M#l i HQH S Roy Iiviadgi H Q

SURWRNRO LpbiRytespeM D 7

SULMH SRpHWiNE YWOHWWRLYPDENMDHWDXQREAL KUFQW Lj@MH ELOH
nagradi u obliku hraneORJXUQRVW X Q Rahjvaia se@dkjelbshavnasét LY RWLQMD
nije pala navrijednost od okd8590% XRELpDMHQH 7DGD VH ]DISRpHOR V L
WHVWD D ALYRWLQMH V Xiinmg®dpRG KRNIE BRnosDhrdhayetie@aD
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vrijednost tjielesne maseSRpHW N D R/GI¥ & BtothDa@ddDd od85 XRELp&MHQH
do kraja testirarm.

3RVWXSDN LIpwify tesh imdDstadijprivikavanp Q D LV W U D &-laiifing &ladij QD 7
treniranpi testiranp (Tablica 5).

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

Stadijprivikavanja Stadij treniranja Stadij testiranja
3 dana 1 dan 1 dan 3 dana 1 dan 4 dana
(15 mindan) | (15 min (15 min) (I SRNX&ap (10 (10

SRNXd@BN SRNXADN

Privikavanje  Privikavanje Privikavanje Privikavanje na  Prisilani Slobodan

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

LVWUD| po cijelom | krajevima ruku| odabir ruke
T-labirintu

Prije testiranjebilo je YDAQR ®dinj¥ griviknu QD UXNRYDQMH RGeVAVUDQH L
PRNRODG QkbieNIYIGWQKAELWL NDR Q DrhztbuGuod 36ianBpd D6 mvikiitaX
GQHYQR ALYRWLQMD S telnddknshrae NOFOM DLDRNR O B &hkrhdaNID R
stadijutestiranja. Hrange a L Y R W kt@a@iPrBvnou kavez u maloj posudidi satprije

QR @QiRusa

Radi smanjivanja utjecaja stresa na rezultate testiraalmnnd VEUIRse a L Y R Wilikdevha
rukovanje,bilo je Y D agivknuti ih i nasamT- labirint. Utusvrhusu SR GYLMH ALYRWLC
istog kavezastavljane zajedno u Tlabirint GD V O R E R G QFRminwtajé¢dhbd@x M X

U stadijutreniranja & L Y R Wiln@vije Q Dexdda se nagrada nalazi na krajevima lijgv
desmgcilinogkraka daWR MH SURY M daMXY BIOWRR @ D QQNDHlex@datedikd-ua Q R
okviru jednog SR N X @ bokliod 90 sekundi RG WUHQXWND SRGL]DQMD YUD
SR]JLFLML GR XODVND ALYRWLQMHawvda cujiitHkrakevwy. (Stadij D SH L
treniranjatrajao jeukupno 4 danaS U L p HgpKdantirana stavlia po cijelom T-labirintu,

dok se upreostala tri dana stavi|asamo u posudice na krajma lijevog i desrog ciljnog

kraka aL Y RWike3thiljale na S R p HWziQiji pu & W dobodnoL V Wati Rréz razdoblje

od nekoliko dana sve dok imije postdo ugodno,tj. dok nisu L V Wdlelbéz prekomjernog

uriniranja i defekacije te kadaupojde nagradu.

U stadiju testiranjalazak u jednuuku blokirap sebarijerom, aagrada pRNRODG Qjé¢l NXJOLF

stavljenana kragveneblokirane ruke i&otinja sezatimstavla u T- labirint na startnu poziciju
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iza vratéd |- 2 je puda® G D X jneblokiranuruku i pojede nagrad(Slika 14a). Nakon
SULPRUDQRJ SRNX4DMD PLMHQWOIONDH @H OBR LG adUE LKILD X
ALY R pojdasvMumagradunaknulasebarijera i stavila se hrana u ruku koja je bila prethodno
blokirana takorje stajenu S R p HMWZEiKI, dignda suvratad H Bopustio muVH GD XyH X
bilo koju od dvije rukckUNROLNR MH X&aDR Xzwhhbxuye dapd)eddrriagradu

i potom je Y U DrieHS(R p HSTYARN pozicija,Slika 14b) 8 N R O L N Ri rivkH g iizRa
nagradedozvoljeno mu jela pogleda u praznu posudu i inde na S R p H®TBRI pozicija,

Slika 14c). 6 YDNL SseMirad) MY URLWRN X R @vige Diku¥elNagrada je ostala

naistome mjest?V YH GRN MX aWDNRU Q jesemiebhjdQukeaikéjo] RIGIQ RV QR (
nagradaUkolikoje QDADR QB MMDGVKRP LGXUHP SRNXaAaDMX QDJUDGD V

nije prethodno bila
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a) PRISILNI ODABIR

L L Sa R
Nagrada
START pozicija
b) c)
SLOBODNI ODABIR - TOCAN SLOBODNI ODABIR - NETOCAN
L ' cmmaan 5 R Bl 0 eEeERR R
. \ R
Nagrada | Nagrada

START pozicija START pozicija

Slika 14. Shematski prikaz WHV W L U D Q N-abignRa& )i Kod prisilnog odabira,

aLY R WHigsthbieMataS R p HWziQijM (START)iza vratad R®jojje ELOR GRSXAWHQR
u neblokiranu rukyrukavac)i pojestinagradu(b) U slobodnomSRNX&aDMX WRpPDQ RGJ
E L O Mainbtk@liko je AL Y R W L @QrivkiDs Krar@mTada jojie G R S X pwjastipagradu

L SRWRP WM S'SRITHWQX SR]LFENMXWHR$EBQ@ RGJIRY RdlkayeH ELOMH
ALY RW L@Qrikiu kofjnie bilonagradeTadajojje GRS XaW H Q R pBaRnli@ds @D W L

teje YUDRD®RPpHWQX SR]JLFLMX 67%$57

Alternacija, odnosnoV Rp D Q R G D &ekadaje BMPWXONDRU XaDR X VXSURWQX U X
s prethodnim SR N X & D jddAdM setu testiranja (svaki set s&stopo RG GYD SRNXAaDM
RGQRVQRI ISIiRNOFHDLID $4 Prviz€d, 5 R N X&iDIMIrugi set tako redom, sve do

SRNX&DRWNRML Vpetisetestiranja 1HWRp DR HR B DEEWBBAMODNRU RGDEUI

46



LVWX UXNX NDR L X S;WHAMjeRGXDPEPNDR NRRPWIWDN bz $57
davanjanagrae.

Testranje se izvodio jednom dnevno, a sastbR VH RG SRNXaDMDekindVUDMDQ |
&0 jebilo dovoljnoza dokazivanjeazlika L | P HskXupinaTestiraneVH SRQDYOMDOR L
dana ovisno o kontroQ L P aLY R \Wh@3hd Bdi® su kontrondLYRWLQMH SRVWLJO
80%tnu W R$t&ternacije.

Rezultatitesta L ] U DIAdD ¥eRaopostotakW R p Q L K R G Dri $etliPesKrawjy. D N R

4.42.2. Test otvorenog poljdOFT)

Test otvorenog poljdOFT) koristio se za S U R X p Dok@v@tbrireaktivnostii aktivnosti
SUHWUDALYD®@K@D RNB QMW D gdv¥zai) M HD § R § D priDZDRy&amnj X
ALYRWLQMH QHS31MakfRel niakeRi @estQrh otvorenog polja navedeni su u
Tablici 6.

OFT provodo se u otvorenom poljwpenfield, OF). Aparaturazatestiranje u otvorenom polju
napravljemje po mjeri isastojéa se odp H W ¢ kitljeld &/ phéksiglasa dimenzija 90 x 90 cm s
R]IQDpHQLP SR O ML PIBx (bBmMGA0XviMaividibd T0Q@m. I1znad kutpestavijem

je video kamera i izvor svjetlosti intenzitef@ 80 luksa(302).

aLY R Wkeaestide XYLMHN X LVWR GRED GDQD . Daddpatzultsddd VPD QN
zbog vanjskh utjecaja testiranp u sve tri Y UH P HQ V N H laJjeRémbHedddDdsdba bez

prisustva drugih 7 HV W L U D QuMdtbj BbHi 24 teatira@QiR uistim uvjetima temperature,

YODJH L VYMHWOD 3 U Is¢vprvikiehiau Wdvahahisb saanyidsthes Qaudm V X
testrmja D NDNR MH SUHWKS®&@G@®R HY KU IRH VIDRQIRLAWHQMD WH
testiranjaprebrisala50% etanolomiostald GD VH RV XAaL

SULMH QHJR VH aLYRWLQ M jeshmabBjey didedkaxhebpii R-R1-$BOPU H Q X
full hd 1920x1080 bulleir kamera, HDVision+ HLGHOEHU ). aLNWRRMOLANWDD VH X]LP
NDYH]D KYDWDMXUL ]D UHS L VSXa WridomDaj¥ jSgragabktenoth MHY L N
SUHPD ]JLGX 6QLPDQMH MH WUDMDOR PLQXW@LH) VYDNX
udaljio iz prostorije Slika 15).
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Slika 15. Shematski prikaz tesa otvorenog polja. 8UQLP NYDGUDWRP R]QDpPpHQD
zona.Vidi tekst za pojedinosti.

Tablica 6. Popisvarijabli mjerenih testom otvorenog prostora

Varijable mjerene testom otvorenog prostora

8NXSQD SULMHYHQD XGD( EURM SULMHYHQLK NYI[

SRGL]DQMH QD VWUDAaQM| brojpodizanja

8ODVFL X VUHGLaAQMX ]J]R({ brojulazaka

9ULMHPH SURYHGHQR X V sekunde

6UHGLAQMD |Rj® NDRHNNYD @WDOMMW X VUHGLaAWX DUHQHWUGLPHQI]L
JRQX UDpXQDR VH NDGD MH aWDNRU X QMQIDpWRpitiR VD VYH
V U H Gatead) iXbjegavajwsvijetliene otvorene prostoreradije sekre U XU blizini zidova
(tigmotaksija)(303).

BNXSQD SULMHYHQD IaXGIBD OVMHRQ RWWSDRpEQBM SULMHYHQLK
testiranog razdobljée se upotrebliavalalND R PMHUD ORNRPRWRUQH DNWLYQR
RGUHYLYDQMD VW X SSRVD &HINY MiaRRENIFRDER (@R brojpodizang

QD VWU D a@estitain@adddeblju RL]ILPQR SRIQDNMDDAMMH VH PMHUHQM
broja ulaska WUHGLRQXIXWUHQH 3RYHUDWQ G YEQinNektYrd QM H X
kao tendencijaU L] L p Q R® D aAnglixzk se radila pregledavanjem snimke i unosom svih
parametara od strane gwalLVSLWdkRaghpeDVH |]D VYDNX YDULSdIO X L]JUD

vrijednost DULWPHWLpPpND VUHGLQD
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4.42.3. Test prepoznavanja novog objektilORT)

U tesu prepoznavaja novog objekttA LY RW L Q M LIl DHP RU X RQSWBE . WEHQWLpPQ
objekta, a zatim se jedan od dva objekta zanojer@vim. Test setemelji na prirodnoj

XURYHQRM WMWICRNRODDRMRWID LK SRWLpH GD SURYRGH YLaH
(304).

7THVW RPRJXuXnsddog? MUHLW R RIKE E ORU R pRAURHI@EEA0 0 vremenu

LIPHYX WUHQ LU B0M DRIG VW QW L WHYMWDRR/RUXD % §askoprid@® D L | X
SRQD&DEOMD

ZaNORT je upotrijeblijenaparaturaa test otvorenog polja3 U L M H Napathtuég\oidrenisl D

500 DONRKRORP L RVWDYOMHQD GtBstibH sR¥ XIAG H Q Buldiji QWL NRL
napravljeni od inertnog materijalagnosnoSODVWLNH L PHWDOD 2EM&NWL VX
LK &L Yr§avio@apbmaknutL OL VUX&ALWL

3URWRNR u tegtd prepgodtpddanja novog objekta

SRVWXSDN tedtd RrgpbgnivBnja novog objelsastojaose odstadija privikavanja

stadijatreniranja ili familjarizacije istadijatestiranja.

U stadiju privikavanja dvotinja se stavila u arenu RPRJXUHQR MRM MH LVwUDaL®
predmeta Kroz 5 minuta). 1D W D MseQDgiza® dadal Y RW Et@IMXWX HQLUDQMD Y

zanimaju predmeti, a manje nova okolina.

U stadijutreniranjauarenu sistadjecnaGYD LGHQWLPpQD R BHWX\NSERMRBO $

cmte naudaljenostil5 cm od svakog zida a L Y Rswse QaMljdleu arenu u donji lijevi kut,
okrenuteglavomprema zidya zatimtestiranekroz razdoblle od PLQXWD L SRWRP YUD
svoj kaveZzSlika 16a).

Kako bisetestirab G X JR& B P ® U H@AKdrH24 sata L Y R WiLs€pbhidvnostavljde u
arenu. Objekti u aremalaili suse Q D W R p QoRacijam# &liHe objekt A2 zamijenjen s
novim objektom (BXrugD p LdBIKa) boje i tekstureNakon estirang koje je trajalo 5 minuta
ALYRWLQMH VX YU(@®lkbl @b). X VYRM NDYH]
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24 h

Slika 16. Shematski prikaz NORT-a. (@) U stadiuWUHQLUDQMD ALYRWIMMH VX L
objekima(Al1iA2). (b) UstadijuWHVWLUDQMD aLSBMWE& R G QWRBhjékiU BRE B QF
u stadijutreniranja(Al) i novom objeku (B).

SDUDPHWUL NRMLYWX MMPH BURMHEAHQR LVWUDAaAXMXUL REME
te YULMHPH SURYHGHQR SlU BXif&xiytEskitahjalNaRemkljbl Naked&nih
mjerenja temeljpo se L ] U D p X QridlékBaQliskHminacij¢307,308)

,QGHNV GLVNUL P L QrazkkioWahje @R J pazxakddH objekta, odnosno koristi
UD]JOLNX X YUHPHQX LVWUDALYD @M® d®dR4DistiistdieiQRYRJI F
XNXSQLP YUHPHQRP LVWUDALYDQMD QRYRPHYSR]@EWRJ REN
je pozitivan brojR]1Q D p BayMDH & L Y\RLVE H QYRR ©nidvim objektom, negativan

rezultat] Q D pL R MH &&ID YNpibroHIQ<poznatim objektom, ada nije bilo razlike u

vremenu provedenom s poznatim, odnosaeim objektom

Indeks GLV N UL P L Q D je lfdvhitiloln] tkD ddd Qs + ta1, gdje je tax ukupno vrijeme
SURYHGHQR X LVWUDALYDQMX SRYGIPWRIUREMBNTOR XGRWWVN
objekta(305,309)

Vrijeme provedeno uL VW U D alljek@a @M U D pat@ BROMH AaLYRWLQMD QMXAaN
REMHNWX QD XXZXDOMHQRVW RG "~
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4.42.4. Test prepoznavanjaovelokacije objekta(NOLT)

U tomtestu L V WalbBesposobnost W D ptépbkzbatbbjektkojem MH YHO ELR L]JORAHQ
je promijenjena lokacija. Wtadijutestiranja jedan objekt (Al) postavljen jeisi®j poziciji na

kojoj je bio u stadijutreniranja.Drugi objekt (A2nL) stavio sena novu lokacijudijagonalnou

odnosu nabjekt A1(Slika 17).

24 h

A2y

Slika 17. Shematski prikaz NOLT-a. (a) Stadij treniranjau kojemu jedaLY RW ORI H Q
LGHQWLpPpQLP REMHMD AddiptBstirgnjal kdjemu je&LY RW L Q MjednbhOR&H QD
objektuna istoj poziciji(Al), a drugi seobjektnalazina novoj poziciji(A2nL).

Parametri kojisL VWU BAYYDQHPH SURYHGHQR SURXpDYDMXUL REMI
i YULMHPH SURYHGHQRASIWRX b2/ tedMrxnjs. REMHNW

IndeksGLVNULPLQDFLMH L Jthtld &t QtaMiH- thR gdieXe@ RuRupno vrijeme

SURYHGHQR X LVWUDALYDQMX SR]Q DR Vrijétre Mrevedaid uQ D LV W
LVWUDALYDQMX SR]QDWR (305B08)-NJW B HPOH Q. R YWRID SIRY] DBLUMVOL M +
MH ALYRWLQMD QMXaNRP SULAOD REMHNWX QD XGDOMHQRYV
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443.3ULNXSOMDQMH ELROR&GNLK X]J]RUDNLE

.DR A4WR MH YHiU S UidRtrK 8 B\XDW XFSINLD/ B QR &L IRY YROURE Mpiv &t eh bl
anestezirane i analgezirane intraperitonealnom primjenom kombinacije anestetika i analgetika
Narketana (djelatna tvar ketamin) u dozi 80 mg/kg i Xylapana (djelatna tvar ksilazin) u dozi 10
mg/kg.

3 H Wotiaja iz svakeskupine a U W Y R Y DpQuiebédibkehiske analiz. Prije dekapitacije
ALYRWLQMDPD MH QD YWYtiHdi@hroitr¢ CiRtesndigternamagnd QD QDpLQ GD
jegODYD aLYWRMvQEEereotaksijskiR NY L U dnapdel KuRid od 110 stupnjeva

kako EL VH ODNAH SUL 9k 1) Uisterhb QdgnR B indivelikaromboidra

struktua koja se identificira kao malo udubljenje PP NDXGDOQR RG ED]H XKD L]

i atlasa(310) /LNYRU MH L]¥ X plHY XSR et Q,2B0rdcentrifugiran 15
minuta pri brzini odL000g i potom pohrajendo analize na30 .

Odmah podekapitacijiiz Y D yjd @ozak koji je potonseciranna hladnoj podlozite suza
daljnjuanalizuizuzett hipokampusOLMHYH L GHVQH KHPLVIHUH WH HQWRU
i desne hemisferg811) 1IDYHGHQL VX EORNRY LodtBh&GrEnQtRranjahdm Y D EL O
X W H N X telspeeixifet ha-80 £ do obrade

Slika 18 9DYHQMH O QNDYWReHidirehhoidne cisterne (cisterna magna Shematski
prikazpreuzefe iz radaLebedewa i suradnika2004(310)
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Za potrebe histokemijskilh imunohistokemijskin analizgreostalihpHW ALYRWLQMD L]
VNXSLQH aUdekabtacio@rz pgvethodnaranskardijalo perfundirmje IL]LRORA&NRP
otopinomi puferiranim 4% formalinon{PFA), te imje izvay Hiozak. Perfundirani mozak

podijeljen je u dva bloka tako dapeerezannal UD QL FL L ] P Hjiadogrnhb@gha dtdvlgn L

u puferiranu 4% nuotopinuneutralnogormalinana sobnoj temperatune48 VDWD QDNRQ pH
je dehidrirankroz seriju U D V W Xpink IetilRogalRohola (70%etanoll h, 70%etanol23 h,

96% etanollh, 96%etanol SUH N R Q Reétéanollh, 100%etanol2 h) i toluola (toluol 30

min, toluol 2 h). Potom jesvakiblok stavljen u W H patafin QLVNRJ WDOL &ue b f &
h u metalnom kalupuodnosno do potpunog stvrdnjavanja tako dobiveaitafinskh kocaka

4.44. + LV WRabDdizaNkiva

Nakon uklapanja tkivenozgau 2 parafinske kocke, na mikrotomu su serijgkezanikoronarni
rezovi debljine 10-m koji su nakon Aastezanjd u vodenoj kupelji stavljeni na predmetna
stakalca

Tkivo mozga SURXpDYDOR YtopineR sldbr@@/ittiAta prema Bielschowskom
otopinomsrebrrog jodida prema Gallyasu Tioflavinom S Bojarne rezova natodomprema
Nisslu SR V O X & lofjjddtadijiind Busjednimezovima

Kod svih mozgovaralizirare sunajmanje tri razinetazina na mjestu injiciranjan@ poziciji
-6,84 mmod bregme), razimaispred mjesta injiciranjéna poziciji-5,64 mmodbregrre) i razina

iza mjesta injiciranjgna poziciji-8,04 mmod bregre).
4.44.1. Bojanje metodom prema Nisslu

Prije bojanja pemaNisslu rezovi su deparafinirani amjanjem redomu ksilol (2 x 10min),
100%tni etanol (2 x 5 min), 95%ni etanol (2 x 5 min), 70%ni etanol (2 x 5 min) destiliranoj
vodi (dH20, 2 x 5 min).

Rezovi su bojani u 0,5%0j otopini boje krezl Y LROHW UDJULMHVYHQRM X GH)
volumnomomijerul:4 dok nije postigQ XWR SULPMHUHQR RERMHQMI XRELDpI
minutg). Nakon bojenjaslijedilo je ispiranje rezova dHO (1 x 1 min)i odbojavanje u 70%

tnom etilnom alkoholu s 2 kapi 10%e octene kiseline. Nakon odbojavanja uslijedia
dehidracija uranjanjem rezova redom u 7Btbeetanol & min), %6%-tni etanol (2 x5 min),

100%¢tni etanol (2 X5 min) i ksilol (2 x5min), tepokrivanje preparata pokrovnim stakalcem
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4.44.2. Bojanje Tioflavinom S

Metodom bojanp Tioflavinom S analizirao je dolazi linakoninokulacije tau proteinado
SDWRORAGNRJ QDNXSOMDQMD DPLORRHFDvatalPfRotiga@ Y DNRUD V

Nakon deparafiiranja i rehidracije rezovi su inkubirani u mraku 8 minuta pri sobnoj
temperaturi u 1%no vodenoj otopini TioflavinaS (SigmaAldrich, #T189225¢g, St. Louis,

MO, SAD). Tioflavin S se priprenatako da se otopil g boje u 100 mL diH2 L P loMad aD
PDJQHWQRMrZLMPEAQROWHBL QDNRQ [iHkbbstiv M YSWHRALOW UL UD

5H]RYL PR aG bapRjdsiwilNddiydianiu 80% etanolu (2 x 3 minyatim u96% etanolu
(2 x 3 min) ina krajuisprani u dH20 (3x). Potom su preparati pokriveokrovnicomi

analizirani fluorescentnim mikroskopom

4.44.3. Bojanje otopinom srebrnog nitrata prema Bielschowskom

Nakon deparafinianjai rehidracijerezovi su inkubiranna tresiliciu mrakuu otopini 20%

AgNOs (20 min) i potom isprani u destiliranoj vodi. Istoj otopini 20% Agkl@odao se

ishlapjeli amonijak i ponovila se inkubacija5 min). Rezovi su ispna u destiliranoj vodi s 3

NDSL DPRQLMDND Q DmltRdaognHAGNQY amaniiakaX EW D Dy 15 pt&)

odnosno dokije postignuto primjereno obojenjeotom susprani u dHO (5min), fiksirani u

5% otopini natrijevog tiosulfata (fin) i ponovno isprani u destiliranoj vodi (10 mimakon

pHIJD VX GHKLGULBBRRIUL SRNALOYRIWRSLQD NRULAWHQLK X |
Tablici 7.

Tablica7. 3BULSUHPD RWRS z@Bkeld¢thowdkg mektd @ (3K3)

Otopina AgNQ 20 g AgNQ, 100 mL dHO

20 mL formalina
2WRSLQD UD]YLU 1 kapkoneentriraneHNO3
0,5 g limunske kiseline
100 mL dHO

5% otopina natrijeva 5 g natrijeva tiosulfatal 00 mL dHO
tiosulfata
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4.44.4. Gallyas bojanje metodom pBraaku

Nakondeparafinianjarezovi su potopljeni u destiliranoj vodi i potaimonjeni 5 minuta u 5%

tnu S HU LRKZ&lipQRezovi su isprani u destiliranoj vodi (2 x 5 min), uronjeni u otopinu
srebovajodida (1 min), isprani u,8% otopini octene kiseline (10 min) i ostavljenotopini

U D] Yal5M3D inuta. Potom su isprani 1686 otopini octene kiseline (3 min) i destiliranoj

vodi (5 min) te stavljeni u,0% otopinu zlatgog klorida (5 min). Nakon toga su kratko isprani

u desiliranoj vodi, stavljeni uotopinul%-tnog natrijeva tiosulfaa (5 min)i LVSUDQL X WHNX
vodi. Rezovi su kontragtani u 0,1% nuclear fast redoji 2 minute, ispraniX WHNXURM YRG
dehidrirani kroz seriju alkohola (70%, 80%%5%, 100%)po 3 minuteu svakoji na kraju u

ksilolu te pokrivenipokrovnicom(49).

2WRSLQD UD]Y bdvi&lpdavahjdin SQUnH &tdpine, AS ml otopine B 35 ml otopine
C (Tablica 8).

Tablica8. 3ULSUHPD RWRSLQD N Rudjaranriétddo fdBraaRO(@®).D V

50 g natripvakarbonata

Otopina A
1000 mL dHO

2 g amonigvanitrata

2 g srebrga nitrata

10g YR O | U D FiéeliteL p Q H
1000 mL dHO

OtopinaB

2 g amonigvanitrata

2 g srebrga nitrata

Otopina C 10g YR O | UD FiéeliteL p Q H
7,3 ml formaldehida

1000 mL dHO

40 g natrijeva hidroksida
100 g kalijewajodida

Otopina srebrea jodida
35 mL 1%tnogsrebrovanitrata

500 mL dHO
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4.4.5.Kvalitativna imunokemijskanalizaproteina

Blokovi moa G D Q R Jizk&/Zsri 0Dy serijske koronarnerezove debljine 1Gnikrometara

Analizirane azinedefiniranesu premaatlasuPaxinos i Watsora (291)i potw ¥y H Q HainfgiR M

susjednih rezova po Nisslee D S U®ailHQHARrbfiDrilarnih promjenanalizirara je razina

namjesu injiciranja (6,84 mmod bregrme), terazinaispred(-5,64 mmod bregmgi iza(-8,04

mm od bregmgmjesta injiciranja.. RULAWHQD VX SURWXWLMHQ®Y$i7 +7 O
AT100. Specifikacije protutijela njihovi epitopiprikazan suu Tablici 13.

4.4.5.1. SemikvantitativnoR G U Hy L Y D Qnsukbfirildinih@ndni)ena koje
VH SULND]XMX SRPRUX $7 SURWXWLMHOD

Analiza imunoreaktivnosttGRELYHQH SRPRUX SURWXWDMEDMOL @G 7N RNYLU
koristili Hurtadoi suradnici123)te Skachokova suradnici314) Na svakognaliziranoyazini
RGDEUDQD VX SR @Ggioap MfOntdr€tiR®I)Uzd d&nju analizuX UDpXQDOQRP
programu Fiji(315) (Tablica 9). Vizualni prikaz rezultata jpseudokoloriran

Tablica 9. Semikvantitativnha analiza AT8 imunoreaktivnosti.

Imunoreaktivnost Broj imunoreaktivnih stanica Boja
nije prisutna 0 siva

slaba 1-50 zelena
umjerena 51-100 aita
umjereno jaka 101-500 Q D U Dbe(q
jaka 501-2000 crvera
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6HPLNYDQWLWDW L YiQURorRaktyhb§thayr&r@QiNs 184 v od bregme

Analiziran je koronarni rez mozga na razihi64 mmod bregmgSlika 19), s odabranim RGI
jem prikazanim uTablici 10.

7 6 5 4 3 2 i o 1 2 3 4 5 6 7
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Slikal9. . RURQDUQL SULND] PR]JD :LVWD B &WMDdREINeEID XGDOM
je jedna od triju glavnih razingpotrebljavaih u imunohistokemijskoj analizRrikaz je preuzet
izVWHUHRWDNVLMVN R PaRiNDWasbn POB7|(281)aWDNRUD
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Tablica 10. Popisimunohistokemijski analiziranih pRGUXpMD LQWHB,64vh QD UD]L
od bregme

3RORADM XaRG

3 R G U Xekéa : o
mjesto Injiciranja

5HWURVSOHQL RS RIGSRSGE RPDJ H  rostralno

Vidno SRGUXpMH 9 00 9 0/ 9 9 /| rostralno

60XaQR SRGUXpMH $X' $X $X9 rostralno

Asocijaciisko SRGUXPMH SRR p(@R)Y UHA( rostralno

Ektorinalni korteks (Ect) rostralno
Peririnalni korteks (PRh) rostralno
Dorzolateralni entorinalni korteks (DLEnNt) rostralno

Amigdalo SLULIRUPQR SULNAROD]QR rostralno

Amigdalo KLSRNDPSDOQRPSIRGUXpMUH rostralno

Posteromedijalna kortikalna amigdaloidna jezgra (PM  rostralno

Ventralnisubikul (VS) rostralno
Dorzalnisubikul (DS) rostralno
CAl (CAlpolje) rostralno
CA3 (CA3polje) rostralno
Nazubljena vijugdMoDG, GrDG, PoDG) rostralno
Talamus (TH) rostralno
Crvena jezgra (RN) rostralno
Srednji mozak (MB) rostralno
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6HPLNYDQWLWDW L YiQURomrRaktyhbgthayr&rQiN,B4 Sihod bregme

Analiziran je koronarni rez mozga na razi®i84 mm od bregmeSlika 20), s odabranim RQI

jem prikazanim uTablici 11
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Tablica 11. Imunohistokemijski analizirana SRGUXpMD LQWHUHVD DQDOL]LUD
bregma-6,84 mm.

3RORADM X RG

SRGUXpMD LQWHUHVD : o
mjesto Injiciranja

Medijalni entorinalni korteks (Mnt) &LOMQR SRGU
Kaudomedijalni entorinalni korteks (CEnt) Medijalno
Ventralni intermedijalni entorinalni korteks (VIEnt) Medijalno
Dorzalniintermedijalni entorinalni korteks (DIEnt) Medijalno
Dorzolateralni entorinalni korteks (DLENt) Medijalno
Peririnalni korteks (PRh) Dorzalno
Ektorinalni korteks (Ect) Dorzalno

AVRFLMDFLMWNORVEBRRK@®WH UH&( Dorzalno

Vidno SR G U X MWHV2MIL, V1M, V1B, V2L) Dorzalno

60Xa8QR SRGUXpMH $X' $X $X9 Dorzalno

5SHWURVSOHQLMDOQR SRGUXpMHK Dorzalno

Dorzalnisubikul (DS) Dorzalno
Ventralnisubikul (VS) Dorzalno
Postsubtulum (Post) Dorzalno
Parasubculum (PaS) Dorzalno
Presubculum (PrS) Dorzalno
CALl (polje CAl) Dorzalno
Nazubljena vijugdMoDG, GrDG, PoDG) Dorzalno
Srednji mozak (MB) Ventralno
Jezgre mosta Ventralno
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prikazanim uTablici 12
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Tablica 12. Imunohistokemijski analizirana SR G U X p M D nka Qaairi 8,84/1Bm od
bregme.

3RORAa&DMNOXI na

SRGUXpMD LQWHUHVD : o
mjesto Injiciranja

Medijalni entorinalni korteks (Ment) kaudalno
Kaudomedijalni entorinalni korteks (CEnt) kaudalno
Ventralni intermedijalni entorinal corteks (VIEnt) kaudalno
Dorzolateralni entorinalni korteks (DLENt) kaudalno
Peririnalni korteks (PRh) kaudalno
Ektorinalni korteks (Ect) kaudalno

AVRFLMDFLMWNORVEBRBR KPR UHA&( kaudalno

Vidno SRGUXpMH 9 00 9 0 9 % 9| kaudalno

5HWURVSOHQLMDOQR SRGUXpMHK kaudalno

PostsubiculunfPost) kaudalno
Parasubiculun{PaS) kaudalno
Retikularna jezgra mosta (PnO) kaudalno
Srednji mozak (MB) kaudalno
Most kaudalno
Raphgezgre (DRD, DRV, DRL, PDR) kaudalno
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4.4.52. Protokolimunohistokemijskog bojanja parafinskih recova WDNRUVNRJ
mozga protutijelima AT8, HT7, MCJ14G8, T22i AT100

Nakon deparafiniranja nizonispiranja ksilolom i rehidracije etanolonezovi su isprani u

fosfatnom puferyphosphate buffered salineBS,pH 74), QDNRQ pHJD MH SURYHGHQ
epitopaantigena(antigen retrieval kuhanjem rezova u citratnom puferu (8t0; za ATS8 je

dodan Q05%tni Tween20xX) na 700W kroz 10 min, azatim 20 min na 350W. Rezovi su se

nakon toga bladili u digestorikroz 20 min.

Uslijedilo je ispiranje u PB&I, pH 7,4 (3 x 10 min) teblokiranje peroksidazne aktivnosti
inkubacijomu metanal s Q03% vodikovim peroksidonma 30 minza HT7, MC1 i AT100
protutijelg 0,07% vodikovim peroksidonu dHO na 15 min za AT&rotutijelo, 3%-tnim
vodikovim peroksidom u d¢D na 15 min za T22; 70%mommravljom kiselinom za 4G8.

Nakon ispiranja u PBS pH 7, [ PLQ XVOLMHGLR MH EORNLUDQMH Q
inkubiranjem u otopini za blokiranje (5%i albumin iz seruma goveda u PBS dodatkom
0,5%-tnog Triton X-100za MC1i 4G8, 5%-tni kozji serum u PB&% s dodatkom 8%-tnog
Triton X-100 za HT7 AT100; 10% kozji serum uris puferu za AT8; 5%ni kozji serum u
PBS-X ]D 7 %ORNLUDQMH MH SURYHGHQR NUR] VDW QD VF

1IDNRQ EORNLUDQMD UH]RYL VXCuQ@WpE prrBrgil p@utieMR Q R (i L
UDJULMHVHQLK X RWMRISitaQd. ]D EORNLUDQMH

SULSUHPD RWRSLQD NRUL&GWHQLK ]D LP X QaRIKILIM\WFRNHPLMV N |

kemikalijaprikazan je urablici 15.

Kao pozitivne kontrole koristili smo uzorke mozgyva bolesnikaoboljelihod VSR UD @GDRDH QR J

a
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Tablica 13. Popis primarnih protutijela i primijenjenih UDJUMHYHQMD X SRVW
imunohistokemijskog bojanja.

BURL]Y,RYIDMPD OR,3
Primarno Epito identifikacijska oznaka | Organizam| .RUL&W
protutijelo PItop prema Research Resourceg porijekla | UD]JUMH
oznakama (RRID)
ThermoFisherScientific,
Fosforilirani Waltham, MA, SAD 3 _
ATS Ser202 Thr205| #MN1020 oLa 1100
RRID:AD_223647
Thermo Fisher Scientific,
159163amk | - \yaltham, MA, SAD
HT7 tau proteina #MN1000 oLa 1:1000
PRYMHND
RRID:AD_ 2314654
_ dar Dr. Peter Daviesa,
5151812322 Albert Einstein College of
MC1 amktau Medicine. NY SAD oLa 1:20
proteina
RRID:AD_2314773
BioLegend, San Diego,
CA, SAD
17-24 amk ’ ~ )
4G8 amiloida E # 800712 OLa 1:2000
RRID:AD_2734548
SigmaAldrich, St. Louis,
protutijelo na MO, SAD
T22 oligomere tau #ABN454 Zec 1:200
proteina RRID:AD_2888681
Thermo Fisher Scientific
T Waltham, MA,SAD
fosforilirani ’ ’ . _
ATI00 1 1hr012i serp14  # MN1060 oLa 1:400
RRID:AD_223652
Dako, Glostrup, Danska
SYN Sinaptofizin # M7315 oLA 1:100
RRID:AD_2687942
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Nakon ispiranjau PBSu pH 74 (3 x 10 min), rezovi su inkubirani 1 sat u sekundarnom
SURWXWLMHOX UDJULMHYHQRP X RMWR&ELQL |D EORNLUDQMH

Za primarndgG protutijela AT8, HT7, MC1, 4G8i ATIOWRMD VX SURL]JYHGHQD X P
R]QDpHQD HQJ]LPRP m@blek@XRNRIYEHQMBDR MH VHNERGDUQR
fragmentprimarnoJ P L & M Hpdotutijéla a za primarno protutijelo T22oizvedeno u zeca,
NRULAWHQR MH VHNXR Babrhett RH NGRS\ xbWea MoHReRovi suzatim
ponovnoisprani u PB&u pH 74 (3 x 10 min) te inkubirani 1 sat u tercijarnom komple{&u

B komponentaanti-mouse/rabbitVectastain ABC kmpletg koje se priprema u dvostruko
UDJULMHYHQLP RWRSLQDPD ]|D EORNLUDQMH X RPMHUX

Nakon ispiranja u PB8 pH 74 (3 x 10 min) vizualizacija j@ostignuta inkubacijom atopin
NRMD VDGUAL G hiabstaljeradpitanje@ U @B i deHbO kroz 20 sekundi

5HIRYL VX QDNRQ VXaH QiaD(TKdhid @ighdr(BcientifiealthaR MA,
SAD), pokriveni Poly-Mount medijem(Polysciences, Inc. Warrington, PA, SAD)okrovnim

stakalcem.

4.4.5.3. Protokol imunofluorecHQWQRJ ERMDQMD SDUDILQVNLK
mozga protutijelima SYN i T22

Nakon deparafiniranjaizom ispiranja ksilolom i rehidracije etanolom rezovi su ispirani u-PBS

X S+ QDNRQ pHJD MH SURYHGHQR RWNULYDQMH HSLWR
puferu (pH 6)) 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 PBE x 10 min) uslijedio je blokiranje
QHVSHFLILPQLK YH]QLK PMHVWD L QN X EthidbughM i BerMm& WR SL Q
goveda u PB&I s dodatkom 0,5 %nog Tritona X-100) 2 sata naobnoj tempraturi.Nakon
EORNLUDQMD UH]RYL VX LOQNXELUDQL SUHNR QRUL SUL f&
u otopini za blokiranjeYN 1:100; T22 1:200(Tablica 13). Nakon ispiranja u PB8 (3 x 10

min), rezovi su inkubirani 2 sata u sekundarnomprE WLMHOX UDJULMHYHQRP X RW
X UD]JUMHYyHQEKa¥mRWrezovi isprani u PBS$ (3 x 10 min) i pokriveni medijem za
pokrivanje SULSUHPD NRUL&WHQLKT&IRS & 10ppis BehikijgofiRe@dd M H X

je uTablici 15.
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Tablica 14 SULSUHPD RWRSLQD NRULAaWH Q Likuj@ludré&sze@tfokK LVW R N

bojanje.

Naziv otopine Kratica Kemijski sastav
137 mM NacCl
Fofsfatni pufer s 2,7 mM KCl
GRGDWNRP G PBST 8 mM NaHPQO,
Tweena 2 mM KHzPQy

0,1%tni Tweenrn20

137 mM NaCl

2,7 mM KCI
Fosfatni pufer PBS

8 mM NaHPQ,

2 mM KH:PQy, pH 7,4

0,03%- tna otopinaH20-. u metanol
Otopina za inhibiciju 0,07% tna otopina HO2u dHO
endogenih Predtretmar

peroksidaza 3%-tnaotopinaH>0, otopina wWHO

70% mravljakiselina

5%-tni albumin iz seruma goveda0,5%-tni
Triton/PBS

5%-tni kozji serum u (6% Triton/ PBS
Otopina za blokiranje 10%-tni kozji serum u Tris puferu
5%-tni kozji serum u PBSu

1%-tni albumin iz seruma goveda i 0,5-¢
tniTriton/PBS

Pufer za demaskiranj¢ ~ Citratni 9,5 mM limunska kiselina, pH = 6,0
antigena pufer
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Tablica 15 3RSLVY NHPLNDOLMD NRULA&WH QiLikurjdiudrésce@ KLV W RN

bojanje.

Naziv Naziv proizvoda SURL]YRYWOW O
broj

Polysciences, Inc.

ClearAdvantage Warrington, PA, SAD

Ksilol (zamjen i
silol (zamjena) Xylene Substitute

#24770
Polysciences, Inc.
Medij za pokrivanje preparata  Poly-Mount Warrington, PA, SAD
#08381120
9(&7%$6+,(/'S Vector Laboratories, Inc
Medij zapokrivanje preparata  Antifade Mounting Burlingame,CA, SAD
Medium #H-100010
Kompletza vizualizaciiu SIGMAFAST DAB Sigma Aldrich, St. Louis
rompie alizacy with Metal Enhancer MO, SAD
imunohistokemijskih rezova
Tablet Set #D042650
, Sigma Aldrich, St. Louis
Albumin iz seruma goveda BSA (k.Jovme serum MO, SAD
albumin
#A7906100G

Vector Laboratories, Inc
Burlingame,CA, SAD

#PK-4002

Anti-mouse9 HFW DV

Tercijarni kompleks ABC kit

Anti-rabbit 9HFW DV vector Laboratories, Inc
Tercijarni kompleks ABC kit Burlingame,CA, SAD

#PK-4001

Sekundarno protutijeloa k . Vector Laboratories, Inc
IUDJPHQW SULPD ﬁgtruct)useQ HFWDV Burlingame,CA, SAD
[

IgG protutijela #PK-4002

Vector Laboratories, Inc
Burlingame,CA, SAD

Sekundarnrotutijelona k

IUDJPHQW SULPD Anti-rabbit 9HFW D V

IgG protutijela ABC kit #PK-4001
Sigma Aldrich, St. Louis
'"HWHUGAHQW Tween20 MO, SAD

#P1379
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4.4.6. Kvantitativhaanaliza proteinaMesternblot metodom

. RULAWHIRW X PRAGDQRJ W N te\ebtorkali®B MddekSaxlijeze i desne
hemisfereNRML VX |DPU]JQXWL X WHNXa80FC.GXaLNX WH SRKUDQM

Prije daljnje analize uzorci satopljeni i izvaganiZavagaQ M H M H Nibbtatodarie@aD
NewClassic MH#JP503G, Mettlerf ROHGR *UHLIHQVHH &AYLFDUVND

8]RUFL VX KRPRJHQL]JLUDQL PLQ XOWUD]YXpQLP VRQLFI
Disruptor, Misonix Inc., SADY hladnompuferu za lizts dodatkom koktela inhibitofasfataza
3KRV6WRS 5RF K ptoteax4SgmaJAdKdD, SIADYTablica 18).

Soniciranotkivo je centrifugiraro 20 minuta pri 1000y na 4 te je supernatant odvojen i
spremljen na -80 £ do mjerenja koncentracije proteina te analize protéiestern blot
metodom (centrifuga: Hettich Universal 32R; Andreas Hettich GmbH & Co, Tuttlingen,
IMHPDpND

4461.2GUHYLYDQMH NRQFHQWUDFLMH SURWHLQD

=D RGUHYLYDQMH NRQFHQWU DUEL MM HRjldd 34 HitickoniskorX |[RUFLP |
kiselinom (bicinchoninic acid assgBCA,; PierceBCA Protein Assay Kit, Thermo scientific,
#23227 Rockford, IL, SAD).

Metoda koristi redukciju Gii iona u Cd ion formiranjem biuretNRPSOHNVD X OXaQDWRI
SURWHLQD /MXELpDVWL SURGXNW QDVWDMHioN.DN&sEIIGY LMH
kompleks apsorbira svjetlost na 56™, a intenzitet boje proporcionalan je koncentraciji

proteina u uzorku.

.DR VWDQGDU GalnRIb iz ¥étiQa fbiedabdvine serum albumineBSA)
koncentracije 20 —J P/ =D L]JUDGX EDAGDUQRJ SUDYFD SULSUHP

poznatim koncentracijama u rasponuod 20 —J P/ GR —J P/

1D PLNURWLWDUVNX SOR [t j X duplikativh® gd_10D uRikake@ehdtd. U D
NRQFHQWUDFLMH VSDRWRH LD WMHYHQMD VWDQGDUGD 8 VYD
L%&%$ UHDJHQVD WH MH VP MB2BOMINQNXELUDQD QD f&

.RQFHQWUDFLMD SURWHLQD X VYDNRP X]JRUNX SURSRUFLRQ
MHGQDGAEH NDOLEUDFLMVNH NULYXOMH Ds®BRdg@aRAL VX DC
(GraphPad Software, San Diego, CA, SAD).
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446.2. $QDOL]D SURWHLQD LJAWREEERNot WNLYD

metodom

8]JRUFL VX SULSUHPOMHQL X]LPDQMHP YROXPHQD NRML VD
Laemmli puferu(Tablica 18). Pripremljeni proteini inkubiransu 5 min pri temperaturod
f&

Elektroforetsko razdvajanjeroteina

1DNRQ PMHUHQMD NRQFHQWUDFLMH SURWHLQDR)kBG QDNH N
L PDUNHU YHOLpLQH SURWHLQD QDQHVHQL VX XFrseDALFX J
FastCast set@BioRad, Hercules, CA, SAD).

SDSPAGE elektroforea (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoyssiadila
X SXIHUX |]D UD]GYDMDQMH SURWHLQD X HOHNWULpPQRP SRC

TGX StainFree gelovisuse nakon elektroforetskog razdvajanja proteik@virali na Biorad
Chanidoc sustavuBio-Rad Hercules, CA, SAD)ydje dolazi do fluorescentne detekcije
ukupnih proteina razdvojenih na gelu, odnosno detektira se triptofanski ostatak svih proteina za
NRML VH YHaH WUiLeR@BINRPSRQHQWD

Prijenos proteina na membranu

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

Nakon transfera, svi proteini preneseni na membnarualizirdi su se S R P RRiofad
Chemidocsustawa. Dobivena slikge pohrangnau digitalnom obliku ikasnije analiziraneadi

kvantifikacije proteina od interesa.
Imunodetekcija

Nakon prijenosa proteina na membrabhl Y UMK DLPXQRGHWHNFLMD 1HVSHF
blokirano je inkubacijomu trajanju 0d60 min na sobnoj temperaturi u otopini 5&tog

nemasnog mlijeka u prahu u TBS puferu za HT7, BHFR13i Tau5; otopini 10%tnog

nemasnog mlijeka u prahu u TBS puferu za T22; u otopinitr8%¢ BSA u TBS puferu s
GRGDWNRP 7ZHHQ GIHx& ATU@A ATGpnoMtijefa% 6

Nakon blokiranja sljedD MH LQNXEDFLMD V RGJRYDUDMXuLP SULPDU
X RGIJRYDUDMXuUHP SXIHUX ]D EQ&kaWBPQMH SUHNR QRUL QD
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Nakon inkubacije, membrana je isprana u TBfuferu te jeL ] Y U ankuDdzija na sobnoj
temperaturiu trajanju 0d60 mn V . RGJRYDUDMXULP VHNXQUGD|JUMHYISQRW
1:2000(Tablica 17).

Membrane su isprana TBST puferu WH MH SURYHGHQD YL]XdeQd |[DFLMD

kemiluminiscentnu detekcjflSUHPD XSXWDPD SURL]JYRYDpPpD D SURGXNV
NRULAWHQMHP %LRUDG &KHPLGRF VXVWDYD 6OLNH VX SR

obradu.
.DNR EL VH NYDQWLWD Wrat€ng NIRQD @ W]H Q DN H L MUIDYAQ: B DEORQAW
programimagelLab 6.0(Bio-Rad Software Hercules, CA,SAD) kompatibilan s Chemidoc

sustavom za vizualizaciju

70



Tablica 16. Popis primarnih protutijela i primijenjenih UDJUMHYHQMD &ahBligl aWH QL K
proteina Western blotmetodom

Primarno Epito SURL]YRYDWDOR{Organizam | .RUL&W
protutijelo pitop i RRID porijekla | UD]JUMH
Thermo Fisher Scientific,
Fosforilirani Waltham, MA, SAD
ATS8 Ser202 i #MN1020 oLa 1:200
Thr205 RRID:AD_223647
ThermoFisher Scientific,
159163 amk |  waltham, MA, SAD
HT7 tau proteina #MN1000 OLa 1:200
PRYMHNTE 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 # MN1060 oLa 1:500
Serz14 RRID:AD_223652
o dar Dr. Peter Davies,
Fosforilirani Albert Einstein College of
PHF1 Ser396 i Ser Medicine. Bronx. NY oLa 1:1000
404
RRID:AB_2315150
dar Dr. Peter Davies,
Fosforilirani Albert Einstein College of B _
CP13 Ser202 Medicine, Bronx, NY OLa 1:1000
RRID:AB_ 2314223
Thermo Fisher Scientific
Waltham, MA, SAD
210241 amk ' ' ~ _
TAU-5 tau proteina # AHB0042 OLa& 1:250
RRID:AB_2536235
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Tablica 17 3RSLVY VHNXQGDUQLK SURWXWLMHOD WH RGJRYDUD

analizu proteina Western blot metodom

Sekundarno Epito N3DUV\|/QEI)_(])YI’?|TéyNE Organizam | .RUL&W
protutijelo PItop RRID porijekla UDJUMH
SURWXWLM o
IgG F fragment Cell Signaling
Ant konjugirano s Technology,
MousElaG peroksidazom Danvers, MA, SAD konj 1:2000
g hrena fiorse #7076
radish peroxidase| RRID:AB_330924
HRP)
Cell Signaling
SURWXWLM| Technology,
Anti-rabbit IgG_FC fragment DanversMA, SAD koza 1:2000
1gG konjugirano s #7074
HRP-om RRID:AB_2099233

Za analizu proteinaVestern blometodomNRULaAWHQH VX RWRSLQH L SXIHUL

receptu urablici 18te kemikalije prikazane Tablici 19.

Tablica 18. Priprema otopina i pufera N R U L & WAFRalizK proteina Western blot

metodom
Naziv otopine Kratica Kemijski sastav
Pufer zaizolaciju Laemmli 200 mM TrisHCI pH 6,8; 40 % (v/v) glicerol,
proteina s pufer 8%-tni SDS, 0,04 % (w/v) bromfendgdlavo,

UHGXFLUDM
-merkaptoetanol, 8 mM EDTA

agensom
Pufer za razdvajanj{ Running 25 mMTris, 192 mM glicin, 0,1% natrij dodecil
proteina u buffer sulfat

HOHNWULDPQ

3XIHU ]D SU| Transfer 25 mM Tris, 192 mM glicin, 20% (v/v) metanol
proteina s gela na pufer
membranu
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Tablica 18. Nastavak.

Tris pufer TBS 20 mM Tris, 150 mM NacCl
Tris pufer s dodatkon; TBST 20 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1 % (v/v) Tween 2
7ZHHQ GHWH
Fosfatni pufer PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM N&PQ;,
2 mM KH:PQy, pH 7,4
Otopina za blokiranje 5%-tno mlijeko u prahu u TBSi, 10%tno mlijeko
u prahu u TB&u, 3%tni BSA u TBSTFu
RIPA pufer 2X, 10 mM NaF, 2 mM N¥ O,
1 mM PMSF, 10x PIC, 20 mMeglicerofosfat
_P‘;‘fzftza lizu s dodatkom (BGP), 40 mM TrisHCI, pH 7.4, 300 mM NaCl,
inhibitora
2 mM EDTA, 1% natrij deoksikolat, 0,2% SDS,
2% Triton X-100, 20% glicerol, dtD
Pufer za lizu RIPA 40 mM TrisHCI 7,4pH, 2% Triton x100, 1%tni
2X natrijev deoksikolat, 0,2% SDS, 300 mM NaCl,
mM EDTA, 20%tni glicerol

Tablica 19. Popis kemikalija N R U L a4 &h&litukproteina Western blot metodom

Naziv

Naziv proizvoda

3URL]YRYyDp L NDW

Gel

TGX StainFree Fast
Cast Acrylamide Kit,
10%

BioRad, Hercules, CA, SAD
#1610183

Proteinski standar

PrecisionPlus Protein
All Blue Standards

BioRad, Hercules, CA, SAD
#1610373

Nitrocelulozna
membrana za
prijenos proteina

AmershanProtran
Western blotting
membranes

GE Healthcare Bisciences Corp.,
MA, SAD
#GE10600002

Kompletza
vizualizaciju
proteina

Super Signal West
Femto Maximum
Sensitivity Substrate

Thermo Scientific, Waltham, MA,
SAD
#34095
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Tablica 19. Nastavak

Komp]etza Super Signa| West, Pica Thermo SCientiﬁC, Waltham, MA,
vizualizaciju Chemiluminescent SAD
proteina Substrate #34080
Albumin iz seruma BSA Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SALC
goveda #A7906100G
"HWHUG &H T 20 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SALC
aHQ  Tween #P1379
. ) Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SALC
"HWHUGaH( Triton x-100

#900293-1

"HWHUG&HQ

Natrijev dodecilsulfat
(SDS)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SALC

#L.3771-100G

Proteazni inhibitori

Complete Mini, EDTA
free Protease Inhibitor
Cocktail

Roche Basel, CHE
#11836170001

etilendiamintetraoctena

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SALC

EDTA kiselina #EDS100G
Tris b Tri b Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SALC
IS paza rizma pase 4T15031KG
Gl | | | Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SALC
Icero glycero # G5516500ML
'n Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAL
TEMED n.n,n,mr 9

tetrametiletilenamid

#T7928125ml

Bromfenol modrilo

Bromophenol blue

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SALC

#114391

'"HWHUGAaHQCQ

Natrijev deoksikolat

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SALC

#D6750

Merkaptoetanol

2-merkaptoetanol

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SALC

#M6250

74



447. 2GUHYyLYDQMH NRQFHQWUDFLMH SUI
ELISAmetodom

Proteinski EL R (ReZNQ@ D X N X S Q Ltad@ YWadmrosfdfiNdnitau protein na amiloid
B4 R G U HsuHiQikvoru ili uzorcima homogenathipokampusa icijelog entorinalng
korteksa desne hemisferea WD NSRRPIRUX HQ]JLPVNL SRYH]DQH LPXQRDS!
(Enzymelinked Immunosorbent AssayELISA) komercijalno dostupnihkompleta koji
RPRIJXUDYDMX NYDQWLWDWLYQR RGUHYLY®DEMMCNRQFHQWU |

Uzorci su pripremljeni prema protokolu opisamu poglavlju 4.4.6.

Tablica20 3RSLV NRULZ kM@K (/,6$

Naziv Naziv proizvoda BURL]YiR3tDWO R
broj

ELISA kompletza Rat Tau Proteins ELISA Kit,| Cusabio Technology
detekciju ukupnog LLC, Wuhan, Kina
aWDNRUVNRJ V #CSBE13729r
ELISA kompletza Rat BetaAmyloid Peptide 1 Abbexa, Cambridge/B
detekcijuamiloida- 1-42 42 (Ab1-42) ELISA Kit, 4abx574490
ELISA kompletza 5DW S2 SKRVSK,R| MyBioSource, Inc.
detekcijuaW D N Rdu\V| pSer 396/404ELISA Kit, California, SAD
proteinafosforiliranogna 4MBS2510503

Ser 396 i Ser 404

447.1. 2GUHYLYDQMH NRNEFEF@RVU B WD HRAEINA R J
ELISA metodom

. RULAWHQMHP WU dhplQ@RR GBNMXSH X WNRQFHQWUDFLMH XNX

proteinau izuzetim uzorcimdikvora (Tablica 20).

MLNURWLWDWNVN N 530 RNLYBtpir@rdimmonoklmskim protutijelima naau

protein u koje se nakorQ D Q R ézdkMikvorai standardd YHAaX SULVXWRdrcW DX SUF
i standardis se QDNRQ QDQRA&IH® MDD NLIQRIW E WDsatadNria N CSNakop L F L
ispiranjg dodalo sebiotin-konjugiranodetekcijskoprotutijelo. Nakon inkubacije trajanju od

60 min na37 € M D aiLseikprale puferom za ispiranjePotom se dodakompleks HRP
75



avidin koji seinkubirao kroz 60 minna 37, a nakonispiranp se doda kromogenTMB
(3,3',5,5tetrametilbenzidin) i inkubirau mrakukroz 20 min na 37C. Nakon inkubacijedodda

se otopina za zaustaljanje reakcieg te se LIYUGRPIRWDQMH DSVRUEDQFLNM
spektrofotometrijskogX UHYDMD GBRJL.RQFHQWUDFLMH SURMEMEQD VX
krivulji standarda 4parametrijskim algoritmom u GraphPad Pris8 programu (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA, SAD).

4472.2GUHYLYDQMH HrRIQdaH QA% ELLSA Imdtétiom

=D RGUHYVLY D QM &miniBaQ RHAQiWdieD RdnMdénata mozg RULAWHQ MH WU
dostupan &mplet(Tablica 20).

OLNURWLWDUVNH SORpPLFH V MDALFD SUHVYXpHQH VX SL
amiloid- 142 peptid Nakon dodavanja uzoraka i standarda slijedila je inkubacija u

mik URW LW D U VbR BD 18i0map37EL U inkubaciji nastaje reakcijkompetitivhe
LQKLELFLMH anAR @D [EHn@@d@: Q2 L QHR]Q anulbi@-R.J2 s vezanim
monoklonskimprotutijelom na amiloid- 1.42 protein. Nakon procesa ispiranja u puferu za
LVSLUDQMH SRPRUOX DBiadlé BW 80, |BoradVLahothid@s) Hercules, CA,

6$' X PLNURWLWDUVNH SORpLFH VH GRG&sdikiiokios LQ NRQ
30 min na37 . Nakon ispiraja se dodao TMBupstrat(3,3',5,5tetrametilbenzidin) koji se

inkubirao kroz 17 min na 37fC u mraku Nakon toga selodala otopinaza zaustavljanje

navedene reakcijge se spektrofotometrom RpLWDOD D $& B0 BB (Hsdj MeD
kompetitivan, AW R ]Q Dgo&tojiGmE U Q XW D N R U H GipniaMymsorhdrieife yiX

koncentracije izmjerenogmiloida- 1-42.

4473.2GUHYLYDQMH NRQFHQWUD F L ktproReMaR UL O L
ELISA metodom

.RULAWHQMHP WU am@laaR G RN WS § ¥ WIRFLAMH IRVIRULOLUDGQ

tau proteinas homogenatima mozdgaablica 20).

OLNURWLWDUVNH SORpPLFH V MDALFD SUHVYXpHQH VX ¢
V S H F L Inapa@ pdteinfosforiliran naserinu 396 i serinu 404 X NRMH VH QDNRQ QD
uzorakahomogenata mozgh VWDQGDUGD YHaX Sakenwxdav@nja W@aka$ U R W H |
VWDQGDUGD VOLMHGLOD MH L goze@EinFQ D D. E&timljes|jerild/ L W D U V
inkubacijau trajanju od60 min na  f & dédanm detekcijskm protutijelon RELOiMHaH Q
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biotinom 1DNRQ SURFHVD LVSLUDQMD X SXIHUX ]D LVSLUDQMH
avidin konjugiran na enzim HRP i inkubiradrajanjuod PLQ QD f& 1DNRQ LVSLI
dodao TMB supstrat koji se inkubir&ooz15 PLQ QD f &. RoRusaXu reakcie

se SRPRUX VSHNWURIRW RPHAY BhshrhaNdiala 460 Hij.BldnEentracije
SURWHLQD VX VH R G U Htind¥rBeGfidraseriijsRim aiybritnYox @ MbtaphPad

Prism8.0 programu (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, SAD).

448.6 WDWLVWLPpND REUDGD SRGDWDND

1IDNRQ XWYUVLY D Q hMépod@IR pbedrihQskiupiWa. podataka' 1$IJRVWLQR
Pearsonovim testom, za podatke koji prate normiaspodjelwpotrijebljeni su parametrijski
testovi ANOVA i post hoc7XNH\ WHVW D |]D SRGDWNH pLMD UD]GLR
raspodjelwpotrijebljeni su neparametrijski testovi Kruskéhllis ANOVA i Dunnov test za
YLAHVWUXN BvoempgiRastl BEHMH NRULAWHQD SULOLNRP DQDOL]J!
analize (Western blot i ELISA)., ‘%0 "foeZsf — "' E— < '—<eEf — ""EFtcoceo
a — "feZccc—<es “"foeteoece 2w hEfSY cEHA— feflcorc —Fo—""]
upotrijebljena je jednosmjerna analizaY DULMDQFH $129% 1D WDM QDpLQ M
na pitanje postoji li razlika utjecaja tau oligomera i tau fibrila u odnosu na kontrolnu skupinu u
VYDNRM YUHPKQWRINRRMWMRIP NNLYUEAHQR WHVWLRBEQMBURGUHYE
SULND]DQL NDR VUHGQMD YULMHGORVUW LYYW DV QYGMLY /D pGNHH
u svim testovima uzeta je vrijednoBk 0,05.=D VWDWLVWLpN XGahP&IPHiEMNRULAaV
8.0 program (GraphPad Software, San Diego, CA, SAD).
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5. REZULTATI

RIQLWLYQL L ELnoklatijRtBuiig@rieraK pL Q F
| tau fibrila u medijalni entorinalni kortekgVistar aW D NR U D

yHWLUL RV D hjdsedl haob Qdpdatejie inokulacijetau oligomera, tau fibrila ili
ILJLRORANH RWRSLQH X PHGELWRWQQ M B W R FpESILQHEIN R BIWH N
prepoznavanja novog objekta, testu prepoznavanja nove lokacije objekta i testu otvorenog polja
zaispitvanjH SURPMHQD X XpHQMX SDPUHQMX L SRQDaADQMX

5.1.1. T- labirint test

T-ODELULQW WHVW RW NULRGMR R QDLW ORIHMRIFD BNPRVUHAGHVED G
inokulacije tau fibrila i tau oligomeraX &L Y RR\HABEBDst.sl.= 2,23, p < 0,0Naime,

PHWLUL P M H Vdd hDad@rBdka@n ankhfenom primile tau fibrigel Y R W tagvNéH V X
GHILFLW X UDGQRP S U®&INOfRtjEkpR P HDIPWIH GMXQD WHVWLUDQN
]ODpDMQR VPDQMHQMX XpLQNRYLWRVW X XVSRUHGEL V NI
ILILRORANRP RWBQMGOIRM® XpL QN R KdoWwhBnj \Wostotaks atétrnayijp, M H
odnosno u pet seta testiranjge ALY RWRQBHOH VX VODELMH UH]XOWDWH
VXSURWQH UXNH X RGQRVX QDSEKk&2I2AVKRGQL SRNXabM S

-=QDpDMQD UD]JOLND X UDGQRP SURVWRUQRP SDPiHQMX X R
MH L X ALYRWLQMD RVDP PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX |
2,p<0,05 1DLPH ALYRWLQMH NRMH VX Sdu Liakdd bisai BiésdiO LI R P |
VPDQMHQX XpLOBEYUWRWWKWVWX X XVSRUHGBDLSGIRAR QW URO
22b).

6WDWLVWLpPpNL J]QDpDMQD UD]JOLND X UDGQRP SDPUHQMX L
otkrivena jedanaest mjeseci nakonrraha (F = 5,280, st.sl. = 2,22,0,0]). Jedanaest

PMHVHFL QDNRQ WUHWPDQD &4LYRWLQMH NRMH VX SULPLC
SURVWRUQRP SDPUHQMX X XVSRUHGEL SIkiNRQ W,U RLOVQRIVP L &LIVYT
koje su primiletauROLJRPHUH WDNRyHU VX MHGDQDHVW PMHVHFL C
XPLOQNRYLWREW XQW WHVWX X XVSRUHGEL V SNk Q2 UROQLP

5H]XOWDWL WHVWD L]JUDAaHQL VX X REOLNXS&KR22WRWDND DO
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Slika 22 *UDILpNL SULN Dlabuiht [t¥st\Wdkoh hokulacije tau fibrila, tau
ROLJRPHUD LOL ILIJLROR&NH RWRSLQH X PHRRERWEIGOL HQW
prikazani X REOLNX SRVWRWND D-@hbifintWedtD & L i (& Lo¥amWEQMD X 7
jedanaest mjeseci nakon primjed¢D X ILEULOD WDX ROLJRBwWki®uga©OL IL]JLR
SUHGVWDYOMD VUHGTOMS TOLMHGQ@RWWHVON 72 VNXSLQD
SULPLOD WDX ROLJRPHUHRMD MNXSLLPD QDYWL QIVEHUDNOH &7
NRMD MH SULPLOD Ih{0OR®R @K O0OR WspoEHIR) XCTRM.
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5.1.2. Test prepoznavanja novog objekta

5D]JOLND X GXJRURpPQRP K SDPUHQMX XWYUYyHQD MH X |
PMHVHFD QDNRQ WUHWPDQD ) VW VO S
ROLJRPHUH pHWLUL PMHVHFD QDNRQ WUHWR®@RK®LVX UD]
SRND]DOH VX ]QDWQR QLAL GLVNULPLQDFLMVNL S@&&HNV X R
233). yHWLUL PMHVHFD QDNRQ WUHWPDQD VNXSLQD &LYRWLGC
VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQX |d Dj@harod objektaDl] Glhds®R YaCk@iiouQ R Y R
VNXSLQX &lRaRMLQMD

2VDP PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX ILEULOD L WDX ROLJF
pokazanoQDUX&DYDQMH GXJRURPQRJ SDPUHQMD R@QRVQR QLN
UYUHPHQX LVWUDALYDQMD SR JR®WRIX LQQRNRQ VRIERIIQIXV D' N ;
(Slika 23).

-HGDQDHVW PMHVHFL QDNRQ WUHWPDQD LQGHNV GLVNULI
UD]JOLNX L]PHYX skupivel 4D ¥ RY\ELONRDYretgaheHi tau fibrilima i tau
ROLJRPHULPD QDNRQ MHGDQDHVW PMHVHFL SRND]XMX LV\
REMHNWD NDR L NRQW(@K®ORZH VNXSLQH ALYRWLQMD
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Slika23 *UDILpNL SULND] UHIXOWDWD WHVWD SihokuBaREQDYDQM
WDX ILEULOD WDX ROLJRPHUD LOL ILILROR&NH RWRSLQH >
Rezultati su prikazani kao indeks diskriminadige p H W)L asam i €) jedanaest mjeseci

nakon primjeneN DX ILEULOD WDX ROLJRSvEKUsupa©pkeddtguljiReeBitN H R W
YULMHGQRY®7 “ ®HVW SUHSR]QDYDQMD QRYRJ REMHNWD 7.
SULPLOD WDX ROLJRPHUH M SWNPLIO@DWADR X R WEAQINDIH N WED W
NRMD MH SULPLOD I|h$0R5)RBspdredbRI/CREL Q X
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5.1.3. Test prepoznavanja nove lokacije objekta

'D ELVPR LVWUDALOL SUHSR]QDMX OL AaLYRWLQMH SURPM
podvrgnute su testu prepoznavanja nove lokacije objekta. Preferencija za novom ili poznatom
ORNDFLMRP LJUDAHQD MH NDR LQGHNY GLVNULPLQDFLMH L

Indeks diskriminacieQLMH SRND]DR VWDWLVWLPpNL ]QDpDMI® X UD]O
ALYRWLQMD pHWLUL PBlike\2leED QDNRQ WUHWPDQD

2VDP PMHVHFL QDNRQ WUHWPDQD SRWYUYyHQD MH UD]JOLND
skupina&LYRWLQMD ) VW VO S 2VDP PMHVH
skupinD &L Y RONAZA@MPMDVQX SUHIHUHQFLMX LVWUDALYDQMD QR
LQGHNV GLVNULPLQDFLMH X RGQRVX QD VNXSLQX &LYRWL
L VNXSLQX &LYRWLQMD NRMD MH SU L Pdol@azb dorpEererciieU L O H

LVWUDALYDQMD SR]QDWH ORNDFLMH REIKHMNM.D QHJIJDWLYDC

-HGDQDHVW PMHVHFL QDNRQ WUHWPDQD LQGHNV GLVNULP
LVSLWLYDQLP VNXSike@&PD aLYRWLQMD
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Slika 24 *UDILpNL SULND] UH]XOWDWD WHVWD SUHSR]QDYDQ
inokulacije WDX ILEULOD WDX ROLJRPHUD LOL ILILROR&ANH RWRSE
a W D NReuati su prikazani kao indeks diskriminacige (p H W)L asami (c) jedanaest

PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX ILEU L 8SvBki sivfiaxpreddtaMj@ PH U D |
VUHGQMX YULMH G QTR \pepoz6avarie® hdve lokacije objeki@, skupina

ALYRWLQMD NRMD MH SULP L O tijalkdja fe@iindilg Rudfibtie; CTR, VN X S L (
VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD Mpk G0bL Bdp@éaibl s CTRMRANX RWRSL
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5.1.4. Test otvorenog polja

8 WHVWX RWYRUHQRJ SROMD PMHUHQD MH ORNRPRWRUQD
XGDOMHQRVW X RWYRUHQRP SROMX DQNVLR]J]QRVW &LYRW
YUHPHQD SURYHGHQRJ X VUHGLAQMRM ]JRQL WH LVWUDA&LY
SRGL]DQMD QD VWUD&QMH QRJH

5.1.4.1. Lokomotorna aktivnost

.DR PMHUD ORNRPRWRUQH DNWLYQRVWL A&LYRWLQMH SUDWL
polju tijekom testiranog vremena.

5DJ]OLND X ORNRPRWRUQRM DNWLYQRVWL LVWUDALYDQLK V!
tretmana (F = 4,831, st.sl. 328,p <005 yHWLUL PMHVHFD QDNRQ WUHWPEL
XGDOMHQRVW X RWYRUHQRP SROMX ELOD MH PDQMD NRG V
(p<0,05 L VNXSLQD AaLYRWLQMD NRNNBY V us@tedbPs iomrolvdnX |LE U |
skuSLQRP A&LYRNDY (SIMAR5a).

2vDP PMHVHFL QDNRQ WUHWPDQD QLMH SURQDYHQD UD]C
LVWUDSKUNMBALKRWLQMD 6NXSLQH AaLYRWLQMD NRMH VX SU
SRND]DOH VX VOLpPpQX XNXSQX SULMHYyHQX XGDOMHQRVW ND
nakon tretmanaSlika 25b).

-HGDQDHVW PMHVHFL QDNRQ WUHUWPDM@DSUBDOLINDY X KR NV
DNWLYQRVWL L]PHYyX LVWUDaB,9a3,3tLsK =\2%¥ S D,QIDU &StupikR WL QM D
ALYRWLQMD NRMD MH SUOAPU@BQEMdEXokBnidtodnR Raktithist u
otvorenom polju u usporedbi s kontrolnom ki QRP aL ¥ R W) Qelbbaest mjeseci

nakon tretmanaSjlika 25c).
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C OFT
11 mjeseci

20001
1500+
10001

5004

ukupna prijedena udaljenost (cm)

TO TF CTR

Slika25 *UDILpNL SULND] ORNRPRWRUQH DNW LiMoRBRaiM L X RW)
WDX ILEULOD WDX ROLJRPHUD LOL IL]JLROR&NHVWRIMWRSLIH )
5H]XOWDWL VX SULND]DQL NDR XNXSQD SULMHpH@R KGDOM
osami¢ MHGDQDHVW PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX ILEUL(
6YDNL VWXSDF SUHGVWDYOMD V UthhGdgely poljdL TOHBPIRY W “ 6
SLYRWLQMD NRMD MH SULPLOD WDX ROLJRPHUH 7) VNXSLC
VNXSLQD &LYRWLQMD NRMD Mgk G5 HPIL<DDLU u$hoReGOREITR RWR S L

om.
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5.1.4.2. Anksioznost

Anksioznost ALY RWMIHQMHNVUD&HQD PMHUHQMHP XNXSQRJ EURMD X
NROLPLQRP YUHPHQD SURYHGHQRJ X VUHGLAQMRM RGQRYV
ALYRWKLQYMHGLEQMRM ]JRQL LQWHUSUHWLUDOR VH NDR WH
]DGUMHDALYRWLQMH X SHULIHUQRM JRQL LQWHUSUHWLUDC

yHWLUL PMHVHFD QDNRQ WUHWPDQD QLMH SURQDYHQD L
DOQNVLR]QRVWL L]JPHYyX LVWUDALYDQLK VNXSLQD ALYRWLQI!
oligomereL VNXSLQD NRMD MH SULPLOD WDX ILEULOH SRND]DOI
NDR L NRQWUROQD VNXSLQD pHWLUL PMHVHFD QDNRQ WL
V UH G L aQ3Uks ZBR Qvkeemenu provedenom u toj zor8lka 26b).

Osam mM™MHVHFL QDNRQ WUHWPDQD SRVWRML UD]JOLND X WH
DQNVLR]QRVWL L]RBRkafixad WWNRWDLEQMDQEWR MH YLGOMLYR SR E
zonu (F = 8,647, st.sl. = 2,27, p < 0,dljka 26¢c), odnosno po vremenu provedam u
VUHGLaAQMRM JRQL ) $ika 26@). Osam mjeseci nakon tretmana
skupinad YRWLQMD NRMD MH SULPLOD WDX ILEULOH YL&H MH
WDPR VH |DGUADYDOD YL3dH YUHPH@D QI P ALY RWIMVGWMRD PG EGN
MH SULPLOD WDX ROLJRPHUH QLMH VH J]JQDpDMQLMH UD]OL
otvorenom poliuRVDP PMHVHFL QDNRQ WUHWPDQD NDNR X EURM)

vremenu provedenom u toj zolika 26c, Slika 26d).

1LMH SURQDYHQD UD]JOLND X EURMX XOD]DND X VUHGLaAQMX
jedanaest mjeseci nakon tretmaSika26e P HYXWLP SR VweRahLptovfénbrN D X

X VUHGL&RMERSDA, 12,25, p <0, ka 26f). Jedanaest mjeseci nakon tretmana
VNXSLQD AaLYRWLQMD NRMD MH SULPLOD WDX ROLJRPHUH Y
XVSRUHGEL V NRQWUROQRP VNXSLQRP AaLYRWLQMD S
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Slika26 *UDILpNL SULND] DQNVLR]QRVWL AaLYRWLQMD X RWYR
ILEULOD WDX ROLJRPHUD LOL ILJLROR&ANH RWRSLQH X PF
5HIXOWDWL VX SULND]DQL NDR BEHRoshm C¥)] pdenstvhiesed L a Q M X
QDNRQ SULPMHQH WDX ILEULOD WDX ROLJRPHUD LOL IL]JLI
VUHGLaAQMRM pJHRW)Lasdvh i {) jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibrila, tau

ROLJRPHUD LOL ILILROR&GNH ROYRBLVYHHGYMNXNLYVWMBDBR FBUW (
RWYRUHQRJ SROMD 72 VNXSLQD aLYRWLQMD NRMD MH SUL

MH SULPLOD WDX ILEULOH &75 VNXSLQD ALYRWASPMD NRML
p < 0,01u usporedbi s CTRmM.
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,VWUDALYDpNR SRQDaDQMH

8 VYUKX RGUHYLYDQMD VWXSQMD LVWUDALYDpPNRJ SRQDAaD
podizanja ALY RWQLI) WOIWUD&QMH QRJH X WHVWLUDQRP YUHPHQ.
LVWUDALYDpPpNRP SIRQDAE D HINKKSQIPHH BX. Y R W L Ghka2faHosamU L P M H \
mjeseci Glika 27b) i jedanaest mjeseci nakon tretmaBéka 27c).

Slika 27. *UDILpNL SULND] LVWUD&LYDpNH DNWLYQRVWL X RWY
ILEULOD WDX ROLJRPHUD LOL ILJLROR&NH RWRSLQH X Pt
5H]XOWDWL VX SULND]DQL NDR EHRMISER G jcfar@edtiesed VW UD &
QDNRQ SULPMHQH WDX ILEULOD WDX ROLJRPHUD LOL IL]JLRC
YULMHGQROFY 7H®W RWYRUHQRJ SROMD 72 VNXSLQD ALY
ROLJRPHUH 7) VNXSLQD ALYRWLQMD WRXPDL QB SLLRPW DO MA

SULPLOD ILJLROR&GNX RWRSLQX
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5.2. Detekcijatau proteinau mozguWistar aWDNRUD WUL
nakoninokulacijeu medijalni entorinalni korteks

Kako bi se razlikovala detekcip injiciranog tau oligomera i tau fibrila od detekcije
promijenjenog endogendgu proteinatri dana nakonnokulacije X aL Y Rigpbrey M BuH
QDVWDOH WDX SURPMHQH LPXQRKLVWRNHPLMVNRP DQDOL]I
(HT7, epitopi ljudkog tau proteinal59% L SURWXWLMHORtRu pr&éiFLILPp QL

fosforiliran na serinu 202 i treoninu 205 (AT8).

7DX ROLJRPHUL L WDX ILEDW®RIO B&RNLIKp XS LAR K

nakoninokulacije u medijalni entorinalni korteksWistar aW D NR U D

Tri dana nakornokulacijetau fibrila u medijalni entorinalni korteké L Y R,W hli@inbjesta
LOMLFLUDQMD QL Mthu pr&tdiH 7 IRVAIBNRQH U DLV X XRpHQL LQML
(HT7).

Nakon primjene tau oligomera, u medijalnom entairiom korteksuALY RWRQMQD MH MDN

HT7 imunoreaktivnosbez prisutnosti fosforiliranotau proteind AT8) (Slika 28).
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Slika 28. Prikaz WDX ROLJRPHUD L WDX ILEULOD X PHGLMDOQRP H
SURWXWLMHORP VS H Ftad prio®ih Raj Prote@ ¥b&férilindrDn@ serinu 202 i

treoninu 205. Tri dana nakoninokulacije napraviljenaje imunohistokemijska analiza
primjenomAT8 i HT7 protutijel (- PP RG EUHJPH 72 VNXSLQD aLYRWL
WDX ROLJRPHUH 7) VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SULPLC

7 D N Rj§ tisporey H ®I'D7 i AT8 imunoreaktivnoskaudalno od mjesta primjer§e8,04 mm

od bregme), uetikularnoj jezgri mostaTri dana nakorinokulacije tau fibrila X AaLYRWLQMH
XRpHQD M HmMModRtivn@stbez prisutnostiau proteindosforiliranog na serinu 202

i treoninu 205 (AT8) $lika 29).

Sveukupno, ovi rezultatipd/ Y Uy X M X iGuhoMaktignosX RpHQD X NDVQLMLP YUH
W R p Nblap@sljedica endogenog§ W D N Rdu Yrist&nka
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Slika 29. Injicirani tau proteini nisu fosforilirani na serinu 202 i treoninu 205 (AT8). Tri

dana nakon primjentau fibrila X PHGLMDOQL HQWRULQDOQL NRUWHNYV &
mosta {8,04 mm od bregmeX Rp HQ D M HmihDrdbRtivh@stbez AT8munoreaktivnosti

na susjednomrezOMHULOR —P

aLUHQMH WDX ROLJRPHUD L WDX ILEULOD WL

entorinalni korteks

Tri dana nakon primjene tau oligomera u medijalni entorinalni kor@ksynhfaVWddlazi do
njihovog ALUHQMD RG PMHVWD LQMLFLUDQMD SUHPDpdi YHQRM
hipokampusaSlika 30a).

Tri dana nakon primjene tau fibrila u medijalni entorindaoiteks a L Y R WX R peDQT
imunareaktivnost u retikularnoj jezgri mosta, bez imunoreaktivnosti u medijalnom

entorinalnom korteksu i CABolju hipokampusgSlika 30b).
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Slka 30 AaLUHQMH WDX ROLJRPHUD L WrRkilatljeEW m&lainW UL GD C
entorinalni korteks Wistar a4 W D N®)URikaz HT7 imunoreaktivnostiu medijalnom
entorinalnom korteksu, crvenoj jezgri te CA3 polju hipokampusa tri dana maskulacijetau

oligomera. ) Prikaz HT7 imunoreaktivhostiu medijalnom entorinalmo korteksu,

retikularnoj jezgri mostée CA3 polju hipokampusa tri dana nakaonkulacijetau fibrila. TO,
VNXSLQD AaLYRWLQMD NRMD MH SULPLOD WDX ROLJRPHUH 7
MEC, medijalni entorinalni korteks; PnO, retikuia jezgra mosta; RN, crvena jezgGA3,

CA3polee OMHULOR —P

Nakon primjene tau oligomera u medijalni entorinalni kortekd Y RW X@RMBQD +7

LPXQRUHDNWLYQRVW X FUYHQRM MH]JJUL YMHURMDWQR Q
PRWRULPpNRJ NRUWHNVD L SULPDU (BShka 314 PFD daraVvitdlk@QiR UL p N R
inokulacie WDX ILEULOD X ALYRWLQMH +7 LPXQRUHDNWLYQRYV
MH]JJUL PRVWD EH] SULVXWQRVWIkadlQ HRNRUWLNDOQLP SRC
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Slka 31 4aLUHQMH WDX ROLJRPHUD L WrRkilatljeEW m&lainvW UL GD Q
HOQOWRULQDOQL N®BWPHWk&zNMV7idW@edRihDstu crvenoj jezgri, primarnom
PRWRULpPpNRP L SULPDUQRP VRPDWRVHQ]RULpPpNRP NRUWHNYV
tau oligomera. if) Prikaz HT7imunoreaktivnostiu retikularnoj jezgri mosta, primarnom
PRWRULpPpNRP L SULPDUQRP VR PiDad&RknakbanpRulatije tduRfBril. R UW H N V
72 VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD WDX ROLJRPHL
fibrile; M1, SULPDUQL PRWRULpPpNL NRUWHNV 6 SULPDUQL VRP

jezgra; PnO, retikularna jezgmosta OMHULOR —P
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SUDUHQMH ALUHQMD QHXURILEULOD
protutijela

Kako biseusporedd XpLQDN WDX ROLJRPHUD L WDX ILEULOD QD VW
promjenanapravljenge semikvantitativna analiza ATiBiunoreaktivnost{pSer202/pThr205)
pHWLUL RVDP L MHGDQDHVW PMHVHFL QD NWiQarSSW.PWMRHWLMH X
Analizirara su S R G Un&ajxazibi injiciranja {6,84 mm od bregme)Tablica 11), rostralno

(-5,64 mm od bregmg)Tablica 10) i kaudalno od mjesta injiciranja8,04 mm od bregme)

(Tablica 12). Rezultati su prikazani kao ilustracija razkedirane bojom, gdje je nedostatak
imunoreaktivnosti  prikazan sivom, slaba imunoreaktivnost zelenom, umjerena
LPXQRUHDNWLYQRVW AXWRP XPMHUHQR MDND LPXQRI

imunoreaktivnost crvenom bojom.

SUDUHQMH &L UH QiVdbomig rbXnakohL ikjert@ Dl Q L

oligomera

3 U D U HeQrifibrilarnin promjena na razini rostralno od mjesitaokulacijetau oligomera {

5,64 mm od bregme)

YHWLUL P MHWdh#Hd2ijeQDDIR ROLIJRPHUD X ALYRWLQMD8XRpPpHQD
LPXQRUHDNWLYQRVW RJUDQL(®GH@B8aVDPR QD YLGQR SRGUXD

Nakon osam mjeseci umjereAZ8 LP XQRUHDNW LY QR VY R WReh &plnjddtel X
injiciranja u dorzolateralnom entorinalnom teksu, anigdalopiriformnom prijelaznom
SRGUXPpMX-KDLBIRINGDROBEDOQRP SRGUXpMX YLGQRP L VOXaQRP
SRGUXpMLPD ARprrLQdieaktvriog Ihka 323).

JedanaesmnjeseciQDNRQ LQRNXODFLMH WDX ROLJRPHUD X aALYRWL
imunoreaktivnost u dorzolateralnom entorinalnom  korteksu, migdalopiriformnom
SULMHOD]QRP SRGKXI|SVRX DPBRIOGMM RSRGUXpMX VUHGQM
molekularnom, zrnatom i poimdlQRP VORMX QD]XEOMHQH YLMXJH 8
umjerenaAT8 imunoreaktivnost dok je u polju CA3, ventralnom i dorzalmarikulu XRp HQ D
slabaAT8 imunoreaktivnost$lika 32a, Slika 33).
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3 U D U HeQrbfibrilarnih promjena na razininokulacijetau oligomera {6,84 mm od bregme)

YyHWLUL PMHVOIRDXQ@QDF¥FRRPH WDX ROLMR PHRUEH @ D&Y R WR QMU |
PHGLMDOQR RG PMHVWD LQMLFLkbDeRdd D doxalr®Ro@ Wjeptd X HQ\
injiciranja X SRGUXpMX HNWRULQD O Qwrdtrain@H tlbtzalhoQ BubikpiR e NR U W
polja CAl. Dorzalno od mjesta injiciranja, u molekularnom slkeybikulg postusubikulu,
presubikulu,molekularnom sloju nazubljene vijugeDVRFLMDFLMVNRPRBRBU XpM)>
UHAQNIPHQD MT8 iM@aré&aktivnost, dok je umjereno jalkd 8 imunoreaktivnost
XRpHQD X YLGQRP L VOXaQRP SRGUXpMX WH VUHGQMHP F
SUHVXELNXOX L SDUDVXELNXOX XRpHQS8kM320K PMHUHQD $7

2VDP PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX ROLJRPHUD X aALYRWI
PHGLMDOQR RG PMHVWD LQMLFLUDQMD X VYLP SRGUXpMLPL
injiciranja u dorzalnom i ventralnonsubikuly dok je polje CAl i dlje bez ATS8

LPXQRUHDNWLYQRVWL 8 UHWURVSOHQLMDOQRP NRUWHN\

umjereno jaka AT8 imunoreaktivno@lika 32b).

-HGDQDHVW PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX RAT8JRPHUD
LPXQRUHDNWLYQRVW X UHWURVSOHQLMDOQRP NRUWHNVX
VOMHSRRPQRJ UHAQMD X SHULULQDOQRP L GRUQIRIODWHUD
parasubikulu i ventralnorsubikulu(Slika 34). AT8 imunoreaktivnost je bila umjereno jaka u
medijalnom te dorzalnom i ventralnom intermedijalnom entorinalnom korteksu. U CA1 polju
XRpHQD N8 iuadpeakdivnost$lika 32b).

7TDNRYHU @GROBQUWGS&aktivnosthasuprotnustranu mozga od mjesta primjene

WDX ROLJRPHUD 1DNRQ RVDP L MHGD Qrbuddraaktivbstd VHFL XF
entorinalnom korteksu, retrosplenijalnom korteksu i vidnom korteksu, dok je u CA3 polju
XRpHQD V orbrioizaktivnos(Slika 35, Slika 36).
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3 U D U He@gfiHrilarnih promjena na razini kaudalno od mjesteokulacijetau oligomera

(-8,04 mnod bregme)

.DXGDOQR pHWLU inokulscijeV\d BB R O NJRRP H | Onubér éaritofiralidgQ M D

S R G U Xdokz@atedalnom entorinalnom kortek3URp HQ D M HATSRddkiubsQ ddk

je umedijalnom, kaudomedijalnom i ventralnom intermedijalnonoen&lnom korteksu, te
SHULULQDOQRP L HNWRUL Q DAOKiRkMaNadRtiyMidd N\a3ockaRijekdr® D V O D
SRGUXpMX VOMHSRRpPQRJ UHAQMD L UHWURVSAMQLMDOQ
imunareaktivnost. Umjereno jakdT8 LP X QR UH D N W L Y Qredvijevn MézpguH @ddoM H X

S R G U(RIk&1320).

Osam mjeseci nakoh QRNXODFLMH WDX RAJR LR RIRD EXD AW IRWDLROMD V t
X SRGUXpMLPD HQWRULQDOQRJ NRUWHNVD SHULULQDORQF
jedanaest mjeseci nakon primjei¢D X ROLJRP H (SBkaX32dLYRWLQMD
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Slika 32 Semikvantitativna analiza AT8 imunoreaktivnostt pHWLUL RVDP L MHGI
PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX ROLJRPHUD X .RHiGLMDOC
AnaliziranD S R G b3trallbDod mjestanokulacije (-5,64 mm od bregme)p) na razini
inokulacije(-6,84 mm od bregme) ¢) kaudalno od mjestaokulacije(-8,04 mm od bregme).

Rezultati su prikazani kao ilustracija razine kodirane bojom, gdje je nedostatak
imunoreaktivnost prikazan sivom, slaba imunoreaktivnhost zelenom, umjerena

LPXQRUHDNWLYQRVW AaXWRP X PMRUW Q R) D WMDQIPD V MPRFQ R I
imunoreaktivnost crvenom bojom
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Slika 33. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina u inokuliranoj hemisferi

pbHWLUL RVDP L MHGD Qrvkllathe R bliyorhErh, eDdidzrapa AT8

protutijelom. Reprezentativhe slike prikazuju AT8munoreaktivnostu SRGUXpMLPD
HQWRULQDOQRJ NRUWHNVD &% SROMX &% SROMX 72 V
oligomere; EC, entorinalni kortek€A1, CALl polje; CA3, CA3 poleOMHULOR. —P
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Slika 34. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina u inokuliranoj hemisferi

pbHWLUL RVDP L MHGD Qrvkllathe R bliyorhErh, eDdidzrapa AT8

protutijelom. Reprezentativne slike prikazudT8 imunoreaktivnost uretrosplenijalnom
granularnon korteksu, vidnom korteksu arnatom sloju nazubljene vijuge. TO, skupina
ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD W BrixatiRadtékd;R/E Hidi kofdeks; UHW U |
GrDG,zrmmati VORM QD]XEOMHQH YLMXJH OMHULOR —P
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Slika 35.Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina QD VXSURWQRM KHPLVIH
osam i jedanaest mjeseci nakoninokulacije tau oligomera, vizualizirana ATS8

protutijelom. Reprezentativne slike prikazuju AT8 imunoreaktivnost SRGUXpMLPD
entorinalnog korte D &$ SROMX L &% SROMX 72 VNXSLQD A4LYR
ROLJRPHUH (& HQWRULQDOQL NRUWHNV &% &% SROMH &
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Slika 36. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina na suprotnoj hemisferi pHW L U L

osam i jedanaest mjeseci nakoninokulacije tau oligomera, vizualizirana ATS8

protutijelom. Reprezentativne slike prikazu@T8 imunoreaktivnost u retrosplenijalnom
granularnom korteksu, vidnom korteksu i zrnatom sloju nagobljvijuge. TO, skupina
ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD W BrixatiRadtékd;R/E Hidi kofeks; UHW U |
*U'* JUQDWL VORM QD]XEOMHQH YLMXJH OMHULOR —P
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SUDUHQMH AaLUHQMD QHXURILEULODUQLK S
fibrila

SUDUHQMH #&@rihyidmRjéhaEnd ta@ni rostralno od mjestaokulacijetau fibrila (-5,64

mm od bregme)

YyHWLUL PMHVHFD QDNRQ SULPMHQH WDX ILEULOD X aLYRW|
jaka AT8 imunoreaktivnost u retrospletijam, YLGQRP L VO X a @Rdred§érG U Xp M X
mozgu. Umjereno jakAT8 LP X QR UHD N W L Y @RA\RW LAVRCDPFH.QDY NIRIPXSRG U Xp M.
UHAQMD HNWR U d@dateraren\ertafivalddiivkirteksmigdalopiriformnom
SULMHOD]QRP SRGHKIXPRNKD PEEDIOIGR RS R G subikuM XalaGurl) I DO QRF
CAL1 polju, te u molekularnom, granularnom i polimorfnom sloju nazubljene vijuge. Umjerena

AT8 reaktivnost prisutna je u peririnalnom korteksu, ventralnsubikulu i CA3 polju
KLSRNDPSXVD 8 FUYHQR MTEimyddidakivRIsESIX®38IH VODED

2VDP PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX ILEULOD X ALYRYV
dorzolatertnom entorinalnom korteksuragdalco SLULIRUPQRP SULMHOD]QRP SI
polju, ventralnomsubikuu WDODPXVX L VUHGQMHP PR]JIJXARBRPHQD N
LPXQRUHDNWLYQRVW GRN MH X DVRFLMDFLMVNRP SRGUXpI
i dorzalnomsubikulu XRpHQD XA HBMKMQRUHDNWLYQRVW 8 &% SROM)

AT8 imunoreaktivnost.

-HGDQDHVW PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX WAWIEULOD X
LPXQRUHDNWLYQRVW X UHWURYVSQbrgplatdrBh@QdRterinaingrh GQR P ¢
korteksu, dok je u preostalir8 R G U XyidijivaRIBbaAT8 imunoraktivnost $lika 37a Slika

39).

8RpHQR MH aLUHQMH $7 LPXQRUHDNWLYQRVWL QD VXSURV
ILEULOD XyHWRWLOMBSUEPMGIMNMRW DX ILEULOD X ALYRWLQ!
LPXQRUHDNWLYQRVW X HQWRULQDOQRP NRUWHNVX UHWUR
JUDQXODUQRP VORMX QD]XEOMHQH YLMXJH 1DNRQ RVDP P
AT8 imunoreaktivndv W VH &LUL QD &$ S(BlRavMG HikaSAR)N BRPXWQIR MH
smanjene AT8 imunoreaktivnosti u sviBiR G U XrhdddaRddanaest mjeseci nakon primjene

WDX ILEULOBIRAFALYRWLQMD
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SUDUHQMH @&nithXtdmjeheEnd ka@ininokulacijetau fibrila (-6,84 mm od bregme)

yHWLUL PMHAKIREeOMDNRIL EULOD X ALYRWLQMD QD UD]JLQL F
MDND $7 LPXQRUHNWLYQRVW X YLGQRP SRGUXpMX L VUHG
LPXQRUHNWLYQRYW WUWRYSPHH@DL MODQRP L VOXaQRP SRGU
presubikulu i CA1 polju. U ventralnorsubikuly presubikulu, parasubikulu i medijalnom

HQWRULQDOQRP NRUWHNVX XRpHQD MH XPMHUbKQD $7 LP]
kaudomedijalnom entorinalnokorteksu, molekularnom slogubikulai u molekularnom sloju

QD]XEOMHQH YLMXJH XRpHQD MHIiKe GTiEShkab3D). LPXQRUHDNWLY

2VDP PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX ILEULOD X &4LYRW
imunoreaktivnost u dorzalnonmsubikuly CA1 polju, molekularnom slojusubikulg
molekularnom sloju nazubljene vijuge, presubikulu, parasubikl/ RFLMDFLMVNRP SR
VOMHSRRpPQRJ UHAQMD HNWRULQDOQRP NRUWHNVX WH P
dorzalnom intermedijalnom korteksSse HGDQDHVW PMHVHFL QDNRQ SULPMHQ
AT8 imunoreaktivnost je slaba do umjerena u s\ihiR G U XrpdddafSika 37b).

SUDUHQMH @nihytdmRjéhaEnd ta@ni kaudalno od mjest@kulacijetau fibrila (-8,04

mm od bregme)

YHWLUL PMHWKIROe@QMDNKRIQEULQD DV REYRWEQMYNRP SRGUXpM:
U H & G@oMddateralnommedijalnom i ventralnom intermedijalnom enta@inom korteksu, te
SHULULQDOQRP L HNWRULQDOQRPATN Rruirdaktiydost XRp HQ D
NDXGRPHGLMDOQRP HQWRULQDOQRP NRUWHNVX SRVWVXI
XRpHQD MH XRAMHWPHEKQR WHINDWLYQRVW 8 VUH&GOHUMRUPR]IX >

umjereno jakaAT8 imunoreaktivnos(Slika 37¢).

2VDP PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH W D XAT8 Eurof@aktidhodtluY R W L Q
kaudomedijalnomgdorzolateralnommedijalnom i ventralnom intermedijalnom entorinalnom
NRUWHNVX SRVWVXELNXOX L SDUDVXELNXOX GRN MH X D
UHVWURVSOHQLMDOQRP SRGUXpMX DVRFLMDFLMVNRP SRC
AT8 imunoreaktivhost. UYY LG QRP SR G U X p M XTXiR(ndréaRtivididd{ SiikB BVD).

-HGDQDHVW PMHVHFL QDNRQ SULPMH Q HT®iDotoréaktiynio&tD X ALY
X DVRFLMDFLMVNRP SRGUXpMX VOMHSRRpPQRJ UHaQMD H
intermedLMDOQRP HQWRULQDOQRP NRUWHNVX WH UHWURYVS

parasubikulu i mostu. U dorzolateralnom i kaudomedijalnom entorinalnom korteksu te
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VUHGQMHP PR]JX XRpHAB invikbreakiviostU HiQj&eno jakaAT8
LPXQRUHDNWLMB RV WL &R REBHARTU X b M X

Slika 37. Semikvantitativna analiza AT8 imunoreaktivnostt pHWLUL RVDP L MHGDQDHVW F
SULPMHQH WDX ILEULOD X PHGL M D.JapAnatizipana RSURLGUDXE @D dUR U W H N V
mjesta primjene-6,64 mm od bregme)b) na razini primjene-6,84 mm od bregme), ¢ kaudalno od

mjesta primjeng-8,04 mm od bregme). Rezultati su prikazani kao ilustracija razine kodirane bojom,

gdje je nedostatak imunoreaktivnhost prikazan sivom, slaba imunoreaktivhost zelenom, umjerena
LPXQRUHDNWLYQRVW aXWRP XPMHUHQR MDND &reakt@mst HDNWLY

crvenom bojom.
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Slika 38. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina u inokuliranoj hemisferi

PpHWLUL RVDP L MHGDQ inék\alije Pt HidrieE- lvizi@IRINMIRIQATS

protutijelom. Reprezentativhe slike prikazuju AT8 imunoreaktivnost SRGUXpMLPD
HQWRULQDOQRJ NRUWHNVD &% SROMX L &% SROMX 7) VN
(& HQWRULQDOQL NRUWHNV &% &% SROMH &% &% SROM
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Slika 39. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina u inokuliranoj hemisferi
PpHWLUL RVDP L MHGDQ inék\alije Pt HidrieE- lvizi@IRINMIRIQATS
protutijelom. Reprezentativhe slike prikazuju AT@unoreaktivnost uretrosplenijalnom
granularnom korteksu, vidnom korteksu i zrnatom sloju nazubljene vijuge. TF, skupina
ALYRWLQMD NRMD MRSGE tetréshlénialnitiakkdrtekst) V@ Adni korteks;

*U'* JUQDWL VORM QD]XEOMHQH YLMXJH OMHULOR —P
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Slika 40.Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina QD VXSURWQRM KHPLVIH
osam i jedanaest mjeseci nakomokulacije tau fibrila, vizualizirana AT8 protutijelom.
Reprezentativne slike prikazuju AT8 imunoreaktivhosS R G U X gnitbiirfalbog korteksa

&% SROMX L &% SROMX 7) VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH ¢
&% &% SROMH &% &% SROMH OMHULOR —P
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Slika 41 Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina na suprotnoj hemisferi pHW L U L
osam i jedanaest mjeseci nakomokulacije tau fibrila, vizualizirana AT8 protutijelom.
Reprezentativne slike prikazuju ATBnunoreaktivnostu retrosplenijalnom granularnom
NRUWHNVX YLGQRP NRUWHNVX L ]JUQDWRPvoirgaRbjaXjeQD]XEO
primila tau fibrile; RSG, retrosplenijal@rnati korteks; VC, vidni korteks; GrDG, zrnati sloj
QD]XEOMHQH YLMXJH OMHULOR —P
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SUDUHQMH ALUHQMD QHXURILIBdkWaIRPUQLK
ILILROR&@NH RWRSLQH

yHWLUL PMHVHFD QDNRQ SULPMHQH ILJLRORANH RWRSLQH
prisutna na razini injiciranja te na razinama rostralno i kaudalno od mjesisamp, dok je

QDNRQ RVDP L MHGDQDHVW PMHVHFL XRpHQD VODED $7 LP
aLY R \BIk®az Slika 43).

Slika 42. Semikvantitativha analiza AT8imunoreaktivnosti na razinama-6,84 mm,-5,64
mm i - PP RG EUHJPH pHWLUL RVDP L MHGDQDHVW PMHV}
RWRSLQH X PHGLMDOQL HQVRBzZUIatRD Ariaizam kab Wdttatja @axmnme® N R U D
kodirane bojom, gdje je nedostatak imunoreaktsinoprikazan sivom a slaba

imunoreaktivnost zelenom bojom.
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Slika 43. Imunoreaktivnost hiperfosforiliranog tau proteina pHWLUL RVDP L MHGI
mjeseci nakon inokulacije IL]JLRORA&NH RWRSLQH YL]XDOL]JLUDQD
Reprezentativne slike prikazujlo Q DO L]L U D QAY8 pitGijeXri Mdxoninokulacije
IL]LRORaNt(aristoR &) uptotnoj hemisferiX SRGUXpMX HQWRULQDOQRJ
polju, CA3 polju, retosplenijalnomzrnatom korteksu, vidnom korteksu zrnatom sloju
nazubljene vijuge & 75 VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD IL]
korteks; CA1, CAl polje; CA3, CA3 poljeRSG, retrosplenijalnzrnati korteks; VC, vidni
korteks;GrDG,zrnati VORM QD]XEOMHQH YLMXJH OMHULOR —P
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5.4. Stvaranje konformacijskih promjeniu proteina u
hipokampalnoj formaciji i GUXJLP SRGUXpMLPD
kore

Kako bi se ustanovilo da li nakonokulacie WD X ROLJRPHUD L WDX ILEULOD X
stvaranja konformacijske promjemau proteinanapravljenaje imunohistokemijska analiza
SRPRUOX 0& S uz&RKaniokhadysk Promijenjeni oblitau proteingepitopis-  x -

322).

YHWLUL PMHWKIREeWDNK ROLJRPHUD X ALY RMhbr@aibnostR pHQD M
entorinalnom korteksu, CA1 polju, ventraln@ubikului amigdalepiriformnom prijelaznom
SRGUXpMX 1DNRQ RVDP PMHVHFL RG L Q@&NMuddrkBkiivmestW D X R O
je i dalje prisutna u entorinalnom korteksu, CA1 polju i ventralsatikuu DOL QLMH XRPpHC
amigdae SLULIRUPQR SULMHOD]QRP SRGUXpMX 1DNRQ MHGD
ROLJRPHUD X ALY R Vihu@QdaktivnoQmigiia je & amigdalepiriformnom
SULMHOD]QRP SRGUZRK X XGBHAN-FXDRO\L\M EBikaRRH H Q D

YHWLUL P M HiNOKWFRijeQDINR QLEULOD X ALY R WiuMdktiwé&spHQD MH
entorinalnom korteksuamigdale SLULIRUP QRP S U L M. N&kdn a3&rPmgdecs ailX p
LQRNXODFLMH WDX ILEULOD X ALYRWLQMD 0& LPXQRUHDN
CA1 polju, ventralnonsubikului amigdale SLULIRUPQR SULMHOD]QRP SRGUXpl
PMHVHFL RG LQRNXODFLMHO& DIXP XLERJLKDIDN W LAY RWN. QWLE H
analiziranim S R G U XrpdddaRSiika 45).

8 NRQWUROQRM VNXSLQL ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOCL
imunoreaktivnost u svim analiziranir8 R G U XrpdddaRShka 46).
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Slika 44. Imunohistokemijska analiza konformacijski promijenjenog tau proteina nakon

inokulacije tau oligomera Prikaz MC1imunoreaktivnostiu entorinalnom korteksu, CA1

polju, ventralnom subikulu i amigdale SLULIRUPQRP SULMHOD]QRP SRGUX]|
jedanaest mjeseci nakoimokulacije tau oligomera.MC1 imunoreaktivhostukazuje na
SDWRORANX NoR oRiIDEFFRF VWX SLQD aLYRWLQMD NRMD MH SUL
entorinalni korteks; 81, CAL polje; VSub, ventralnsubikul APir; amigdalepiriformno
SULMHOD]Q&MSRGORpPMH —P
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Slika 45. Imunohistokemijska analiza konformacijski promijenjenog tau proteina nakon

inokulacije tau fibrila . Prikaz MClimunoreaktivnostu entorinalnom korteksu, CA1 polju,
ventralnomsubikului amigdale SLULIRUPQRP SULMHOD]QRP SRGUXpMX ¢
mjeseci nakoninokulacije tau fibrila. MC1 i imunoreaktivnost XND]XMH QD SDWRC
konformacijutau proteinaTF, VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD
korteks; CAl, CAl polje; VSub, ventralsubikul APir, amigdalepiriformno prijelazno
SRGURMMMLOR —P
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Slika 46. Prikaz MC1 imunoreaktivnosti nakon inokulacije IL]LRORaANHCHRWRSLQH
VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD IL]JLRORANX RWRSL
VSub, ventralnsubikut APir,amigdale SLULIRUPQR SULMMHVOHJDD®RSRGUXPMH
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5.5. Utjecaj inokulacije tau oligomera i tau fibrila medijalni
HOWRULQDOQL NR Un&diidtek sibapg DU aW I

*XELWDN VLQDSVL NOMXpDQ MH SDWRJHQL S@BRFKaWo NRML X
EL VH DQDOL]JLUDOR GD OL WDX ROLJRPHUL L WDMHDbPERULOL
na njihovo propadanje,vizualizirana je njihova Kkolokalizacija sa sinaptofizinom,

SUHVLQDSWLpPpNLP SURWHLQRP NRML VH YHAH QD YH]LNXOH

8RpHQD MH NRORNDOL]DFLMD VD VLQDSWRIL]JLQRP X &% SR(
nakon inokKAODFLMH WDX ROLBRKBMUD WKHARPMRWUDR MDMHGDQDHVW
LQRNXODFLMH WDXSIkhESQILOD X ALYRWLQMD
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Slika47. RORNDOL]DFLMD SUHVLQDSWLpPpNRJ SURWHLQD VLQDS)
a W D N(& Bé&prezentativne slike prikazuju CA3 polje hipokampsd WLUL RVDP L MHC
mjeseci nakonnokulacijetau oligomera. Strelica na slici pokazuje signal kolokaljea(b)
UYHUDQD VOLND VLJQDOD ptlje 6sBri\ infedetD rakdvt Hnokula&ijg tau
oligomera () UYHUDQD VOLND VLJQD O DpouRed&hbebtOrljddedt hdkdh X & $
LQRNXODFLMH WDX ROLJRPHUD 72 VNX®e@Mijérioy=RR0/LQMD N

—P ]D VOLNX D LG WH —P ]D VOLNX E F
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Slka 48. .RORNDOL]DFLMD SUHVLQDSWLpPNRJ SURWHLQD VLQD:
a W D N(& Bé&prezentativne slike prikazuju CA3 polje hipokampsd WLUL RVDP L MHC
mjeseci nakoninokulacije tau fibrila. Strelica na slici pokazuje signal kolokalizacijb) (
UYHUDQD VOLND VLJQD O poljN &sanRii&s€xiLrjdRdnLirhd kdilaxijestibrila.
(QUYHUDQD VOLND VLJQD O poljN pdariraésDri)ds¢l) Rdkdhhhokul&cle tau
ILEULOD 7) VNXSLQD AaLYRWLQMD NRMD MH SUud)pte®D WDX

—P ]D WVALNX E
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5.6. Prikaz nakupljanja amiloida £1 sparenih uzvojitin
filamenatatau proteinametodom bojanja Tioflavinom S

Nakupljanje amiloida i stvaranje sparenih uzvojitih filamenata tau proteina analizirano je
ALYRWLQMD X PHGLMDOQRP HQWRULQDOQRP NUWKWMIHNVX &
metodom bojanja Tioflavinom S.

1DNRQ LQRNXODFLMH WDX RPOIGIRPHUPRR HOVRRULIQMO QRP |
pozitivni signal NRML RGJRYDUD JUHOLP QHXURILEULODVKQR WBW
NROLPpLQD XRpHQRJ VLIQDOD VH SRYHUDOD RVDP L MHGDQ
ALYRWLQ M&ju BHY®sAML jedanae MHVHFL RG SULPMHQH WDX ROL.
XRpHQL VX JUHOL QHXURILE WGRN VX X \PRROJLSUHKIKLE B RIREPRY.G R M
LIYDQVWDQLpPpQL QHXSIKRUIEULODUQL VQRSLUL

Nakoninokulacie WD X ILEULOD X aLYRWLQMD X PHGLMDOQRP HQW
pozitivni signal NRML RGJRYDUD JUHOLP QHXURILEUR GRIROMLP VQRSE
PHWLUL RVDP L MRHEGPQIDPHWIQ PMMD/H FILE U L O D uxoféotilsar® W L Q M D
VQRSLUL E DBRORNMX X PROHN 3uOikud XRPHOQARMX L]YDQVWI
QHXURILEULODUQL VQRSIkabOL QHXULWLPNL SODNRYL

8 NRQWUROQRM VNXSLQL &LYRWLQVPDGYIXN R LFED B WLLU Q DRV
i jedanaHVW PMHVHFL QDNRQ SULPMHQSIkap)ROR&ANH RWRSLQH
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Slika 49. Prikaz neurofibrilarn ih promjenaiamiloida X PR]JX aW D N Rak@lacjeD NR Q

tau oligomera vizualizirano bojanjem Tioflavinom S. Reprezentativhe slike prikazuju
DQDOL]LUD @B $1RMeteX mdkd@inokulacie WDX ROLJRPHUD 72 VNXSLC(
koja je primila tau oligomere; MEC, medijalni entorinalni kortek#1, CAl polje MoS,

molekularni slojsubikula OMHULOR —P
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Slika 50. Prikaz neurofibrilarn ih promjena i amiloida u u PR]JX aAWDNRUD QDN
inokulacije tau fibrila vizualizirano bojanjem Tioflavinom S. Reprezentativhe slike

prikazuu DQDOL]JLUD @ Bi $1RMetex pAkdinokulacijetau oligomera. TF, skupina
ALYRWLQMD NRMD MALEA1mIicMBECWRX]alli &ntbtir@lki korteks; MoS,
molekularni slojsubikula OMHULOR —P
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Slika51 Analiza ERMDQMHP 7LRIODYLQRP 6 X NR Qépréfe@afVRé VN XS
slike prikazuu DQD OL]LUD @&,38 i SLR @Bjésxcp Makbrinokulaciie ILJLRORAaNH RWRS|
&75 VNXSLQD AaLYRWLQMD NRMD MH SULPLOD IL]JLROR&ANX R
CAl, CA1l polg; MoS, molekularni slogpubikula OMHULOR —P
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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 korteksa LY RW LWRWX MH DJUHJDFLMX L &aL thH @dteihdael QGR JH C
stvtatDQMH QHXURILEULODUQLK SURPMHQD pHWLUL RVDP L M
Gallyas bojanjenetodom po Braaku.

5.7.1. Prikaz inkluzija pozitivnih na bojanje po Gallyasu crvenoj jezgri {
5,64 mm od bregme), dorzalnoj jezgaiphei retikularnoj jezgri mosta

(-8,04 mm od bregme)

Osam mijeseci nakomokulacie WDX ROLJRPHUD X ALYRWLQMD GROD]L
SRILWLYQLK QD ERMDQMH SR *DOO\DVX X FKk, VYétgnRest MH]JU
mjeseci nakomokulacie WDX ROLJRPHUD X aLYRWLQMD XRpHQL VX JO

.DXGDOQR RG PMHVWD SULPMHQH WDX ROLJRPHUD X 8LYRW
PRVWD ,QNOX]JLMH VX QD yH QHQIDNPRRQpSIWLAMHIQ R WD B XP RIGI IV.HR
1IHXURILEULODUQH SURP M Hi@He g bsQH jatdindeskmjsRdi fEkanQ R M
inokulacijie WD X ROLJRPH Ska%2iLYRWLQMD

8 VNXSLQL ALYRWLQMD NRMDe 8trkusfibki&heCpiomjémXcrverdju LOH X F
MH]JUL X VYLP LVWUDAHQLP YUHPHQVNLP WRpPNDPD 1HX
retikularnoj jezgri mosta osam mjeseci, a u dorzataphe jezgri osam i jedanaest mjeseci
nakoninokulacie WD X ILEULOBIRASEBLYRWLQMD
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Slika 52. Prikaz inkluzija pozitivnih na bojanje po Gallyasu nastalih nakon inokulacije

WDX ROLJRPHUD X PHGLMDOQL H QaprezentafhDeO Ike&salyi@d) WHNYV
bojanjametodom po Braaku prikazuju crvenu jezgru, dorzaémingiezgru iretikularnu jezgru
mostapHWLUL RVDP L MHG DeklddiieW PV RO BR RHIUNDR Q2 VINXSLC
koja je primila tau oligomere; RN, Crvena jezgra; DRN, dorzedpagezgra;PnO, retikularna
jezgramosta OMHULOR —P
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Slika 53. Prikaz inkluzija pozitivnih na bojanje po Gallyasu nastalih nakon inokulacije

tau fibrila u medijalni entorinalni korteks. Reprezentativne slik€allyas bojanjanetodom

po Braaku prikazuju crvenu jezgru, dorzalnphejezgru retikularnu jezgrumostp HWLUL RVDP
i jedanaest mjeseci nakomkulacieWD X ILEULOD 7) VNXSLQD AaLYRWLQMD
RN, Crvena jezgra; DRN, dorzalngpte jezgraPnO, retikularna jezgra mostMijerilo = 50

—P
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5.7.2. Inkluzije pozitivne na bojanje po Gallyasw dorzolateralnom
entorinalnom korteksu, te CA3 i CAl polju hipokampus&b(64 mm

od bregme)

YyHWLUL RVDP L MH G ngkDlathewsu Bligamerei$lika 84D MRfdrila Slika

55 X PHGLMDOQL HQWRULQDOQL NRUWHNY ALYRWLQMD XRpt
SR *DOO\DVX X GRUJRODWHUDOQRP HQWRULQDOQRP NRUWH
KLSRNDPSXVD RVDP L MHGDQDHVW P M Hivatrffa. OQdmNne§ecSE UL P M H
QDNRQ SULPMHQH WDX ROLJRPHUD X A&LYRWLQMD XRpHQL \
primene WDX ROLJRPHUD X ALYRWLQMD XRpHQL VX DUJLURILO
hipokampusdSlika 54). Nakon primjene tau fib© D X ALYRWLQMD XRpHQH VX LC
QD ERMDQMH SR *DOO\DVX X &% L &% SROMX KUKSIReNDP S X VI

55).
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Slika 54. Prikaz inkluzija pozitivnih na bojanje po Gallyasu nastalih nakoninokulacije

WDX ROLJRPHUD X PHGLMDOQL H QaprezentafDed Iikesaly@d) WHNYV .
bojanjametodom po Braaku prikazuglorzolateralni entorinalni korteksu te CA1 i CA3 polje
KLSRNDPSXVD pHWLUL RVDP ihokdiatiz @ digbvheva. POMKpMaFL QD N |
ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD WDX ROLJRPHUH '/(QW GRI
SROMH &% &% SROMH OMHULOR —P
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Slika 55. Prikaz inkluzija pozitivnih na bojanje po Gallyasu nastalih nakon inokulacije

WDX ILEULOD X PHGLMDOQL H Q&priedgnt£divne® sPkSaNyadbgjatjd V' a W D N
metodom po Braaku prikazujdorzolateralni entorinalni korteksu te CAl i CA3 polje
KLSRNDPSXVD pHWLUL RVDP linoMiaceDtauDfibriNaWTFP dudivaH FL QD |
ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD WDX ILEULOH '/(QW GRU]RO
&% &% SROMH OMHULOR —P
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58 PrikazQHXURKLVWRSDWRORANLK SURPM
srebrnog nitrata prema Bielschowskom

.DNR EL VH DQDOL]J]LUDOR GD OL LQWUDFHUHEUDOQD SULP
XJURNXMH VWYDUDQMH QHXURKLVWRSDWRORANLK SURPMH!
pHWLUL RVDP L MHGDQDHVW PMHVHFL QDaNRRQedgalhi PMHQH
HQWRULQDOQL NR UANa&ti2afasu \6\WR G UnéoadimNhiclabja 6,84 mm od

bregme) rostralno (5,64 mm od bregme) kaudalno od mjesta injiciranja8,04 mm od

bregme)

YyHWLUL RVDP L MH G ngkDlathewsu Bligamerei$lika 85D MRfiDrila Slika

57 X PHGLMDOQL HQWRULQDOQL NRUWHNYV ALYRWLQMD XRbD
&% 2VDP PMHVHFL QDNRQ SULPMHQ HlnjEphHR GIHJR B H X R pH &I
su neurofibrilarne promjen&lika56 1HXURILEULODUQH SURPMHQH XRPpHC
mjeseci nakon primjene tau fibrila ALY RWLQMD XheGdzd#i|@®ika@RB.NU dovBnoj

MH]JUL QHXURILEULODUj@ddngedl mpedddi akbnXpRrpjeh® thu \blijomera
(Slika56 WH pHWLUL RVDP L MHGDQDHVW PMHVHIKAS5YPDNRQ Sl
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60OLND SULND] QHXURKLVWRSDWRORANLK SURPMHQD ER
prema Bielschowskom Reprezentativne slike prikazufDA3 polje hipokampusa, dorzalnu

rqphH MH]JUX L FUYHQX MH]JUX pHWLUL RakO&ijetauMHGDQD
ROLJRPHUD 72 VNXSLQD AaLYRWLQMD NRMD MH SULPLOD WL
jezgra; DRN, dordzaargpphH MH]JUD OMHULOR —P
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Slika 57. Prikaz QHXURKLVWRSDWROR&ANLK SURPMHQD ERMDQMHF
prema Bielschowskom Reprezentativne slike prikazufDA3 polje hipokampusa, dorzalnu

raphe MH]JUX L FUYHQX MH]JUX pHWLU LinoRWNabijetal filrithGITB,Q DH V W
VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD WDX ILEULOH &9
dorzalnarpghH MH]JUD OMHULOR —P
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5.9. Detekcijatau fibrila i tau digomeraWesternblot metodom

5.9.1. Razina tau oligomera i tau fibrila nakonnokulacije u medijani
entorinalni korteks Wistar aWDNRUD DQDOL]JLUDQD SF
SURWXWLMHOD VSUWRWIHbQ BR YOM M/NDIX

Razina ljudskogtau proteina(HT7, epitopi tauS UR W H L Q R5%1R3Y MutkpBogtau
proteina(Tau5) analizirana je iz homogenatgelog entorinalnog korteksa i hipokampusa

a W D Ml R UID mjeseci nakonnokulacije WD X ILEULOD WDX ROLJRPHUD LOI
medijalnienWRULQDOQL NRUWHNYV a&WDNRUD ,QWHQ]JLWHW VLJQL
prema ukupnom signalu svih proteina u uzorKibirni prikaz parametra dvosmjernog

ANOVA testa dobiveni analizoiWesternblot metode prikazani suTablici 25.

Razinaau SURWHLQMO®ITRHRXYY MEWRULQDOQRP NRUWHNVX aWDNRUD

Razina ljudskogtau proteinau homogenatima entorinalnog kortekgaW D Mfendria je
Western EORW PHWRGRP D SUHGRpPpHQH VOLNH PHPEUDQD VX

ljudskogtau proteina ukupnogtau proteinai tim uzorcimaSlika 58a).

1LVX XRpHQH VWDWLVWLPpNL ]QDpDMQH SURPMHQH X UD]LQL
vremenar Fy4, 20= 1,898, p = 0,15;)Slika 58b) i ukupnog tau proteina (Interakcija tretmana i
vremena = [z, 24= 0,779, p = 0,55)3lika 589 u uzorcima homogenata entorinalnog korteksa
AWDNRUD

131



Slika 58. Detekcija tau SURWHL QD (HITRYi MkuphDg tau proteina (Tau5) u
HQWRULQDOQRP NRUWihiokWaxijeAW DX ROOL JRPNHRUD WDX ILEULO]
otopine. (a) Reprezentativan prikaz detekcije teéslU R W H L Q DHTYRIiYUdUpmo® tau

proteina (Tau5Westernblot metodom. Gafovi prikazuju relativni intenzitet signal®)(tau

S UR W H L Qic)uRupmddied proteina 6 YDNL VWXSDF SUHGVWDYOMD VU
relativnog intenziteta signala R HVWHUQ EORWX QRUPDOL]JLUDQRJ SUEL
proteina u uzorcima entorinalnog kortekbh=5 72 VNXSLQD ALYRWLQMD NRMI
ROLJRPHUH 7) tiNj&ROR [eQobmidaltyuRfibrile; CTRVNXSLQD aLYRWLQMD
SULPLOD IL]JLRORANX RWRSLQXoddd& suHa@QalizRaddvesDjeidra NR UW |
ANOVA testom uz Tukeyosthoctest.
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RazinataUSURWHLQDFPRYMKINDRNDPSXVX aWDNRUD

Razina tauS U R W H L Q D hprroyevatimeDhipokampusaW D Mjerena jeWesternblot
PHWRGRP D SUHGRPpHQH VOLNH PHPEUD QD SUXRWHS. \QHD] th Q WD |

i ukupnogtau proteinau navedenim uzorcimiglika 59a).

1LVX XRpHWQHpNW PQMIPDOMQH S U R Piubb@tdinXInt¢@RdijQAF.Q X GV NR J
0,645, p = 0,64)Klika 59%) i ukupnogtau proteinaInterakcija =F@a, 200= 1,795, p = 0,17)
(Slika 59¢) u uzorcima homogenata hipokampu&s&/ D.N R U D

Slika 59. Detekcija tau SURWHL QD (HITRYi Mkuphbg tau proteina (Taub) u
KLSRNDPSXVX aWwibokuRtj® VQDNR@LIJRPHUD WDX ILEULOD LOL
() Reprezentativan prikaz detekcije t&uJ R W H L Q(BITB)R YkivpHidy fau proteina (Taub)
Westernblot metodom. Grafovi prikazuju relativni intenzitet signddatau SURWHLQID pRYMH
() ukupnogtau proteina 6 YDNL VWXSDF SUHGVWDYOMD VUHGQMX
intenziteta signala naVesternblotu NRUPDOL]JLUDQRJ SUHPD XNXSQRP VD
uzorcima hipokampusal=5.72 VNXSLQD aLYRWLQMD NRMD MH SULPLO
ALYRWLQMD NRMD MH SWNREDQ@DWADLYX RMELQND N&MD MH SULP
HC, hipokampusPodaci su analizirarvosmjernimANOVA testom uz Tukeyosthoctest.
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5.9.2. Razina oligomernog oblika tau proteina u hipokampusu i
HOWRULQDOQRP NRUWHNVX aWDNRUD DQDOL
VSHFLILPQRJ |D LQMLFLUDQH WDX ROLJRPHUL

Razina oligomernog oblikeau proteingT22) i ukupnogtau proteing Tau5) analizirana je iz
homogenata hipokampuseacijelog entorinalnog korteksad W D M, RBBUW D1 mjeseci nakon
SULPMHQH WDX ILEULOD WDX ROLJRPHUMDOQ ULNRRIOWRENNH &F
Intenzitet signala proteina je kvantificiran i normaliziran prema ukupnom signalu svih proteina

u uzorku Zbirni prikaz parametadvosmjernogANOVA testa dobiveni analizomestern blot

metode prikazani su Tablici 25.

Razina oligomernog oblikeau proteinaX HQWRULQDOQRP NRUWHNVX a8WDNR

Razina oligomernog oblikeau proteinaX HQWRULQDOQRP NRUWHNVX aWDNR
EORW PHWRGRP D SUHGRpHQH VOLNH PHPEUDQD VX UHSULI

tau poteinai ukupnogtau proteinau navedenim uzorcimé(ika 60a).

1LVX XRpHQH VWDWLVWLPNL ]QDpDMQ Haspydrem§lritetaktiiX UD]LQL
= Fa, 24)= 0,786, p = 0,55)lika 60b) i ukupnogtau proteinglinterakcija =Fu, 25y= 0,399, p =
0,80) Slika 60c) u uzorcima homogenata entorinalnog korteks&/ D.N R U D
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Slika 60. Detekcija oligomernog oblikatau proteina (T22) i ukupnog tau proteina (Tau5b)

X HQWRULQDOQRP NR U WdkNacipe tavvligdnietd, DaudibribRiz LRORAaANH
otopine. (a) Reprezentativan prikaz oligomernog obliteau proteina(T22) i ukupnogtau

proteina (Tau5) Westernblot metodom. Grafovi prikazuju relativni intenzitet signaly (
oligomernog oblikatau proteind (c) ukupnogtau proteinaSvaki stupac predstavlja srednju
YULMHGQRVW “ 6' UHO DW L WestidbloQ MothQliklraidd Wenalkdp@dnO D Q D
VDGUADMX SURWHLQD X X]RWFEIEPT2 HONKRW Q@DAOLY RIVA R WY H\NR
WDX ROLJRPHUH tinja kydX@Bimi@DaudibMée CTRVNXSLQD aAaLYRWLQMD
SULPLOD IL]JLRORANX RWRSLQXoddd& suHa@QalizRaddvesDjegdra NR UW |
ANOVA testom uz Tukeyosthoctest.

Razina oligomernog oblikeau proteinaX KLSRNDPSXVX aWDNRUD

Razina oligomernog oblikaau proteinau hipokampusua W D khjrhdria jeWestern blot
PHWRGRP D SUHGRpPpHQH VOLNH PHPEUDQD VX UdtSUH]HQ)

proteinai ukupnogtau proteinals havedenim uzorcimgglika 61a).
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1LVX XRpHQH VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQ HaSpideemiirntetaktiiX UD]LQL
= Fa, 23= 0,928, p = 0,46)Slika 61b) u uzorcima homogenata hipokampus&V D.\D&a&ziD

GR VWDWLVWLpPNL |QDpDMQRJ XWMHFDMD S UthProteih® MHQLK
(Interakcija =F@, 24y= 3,692, p < 0,05Tretman= Fp, 24y= 4,003,p < 0,05 u uzorcima
homogenata hipokampusaW D ($kk& &lc).

Slika 61. Detekcija oligomernog oblikatau proteina (T22) i ukupnogtau proteina (Taub)
X KLSRNDPSXVX aWdikiNeRig WRRNROQJIJRPHUD WDX ILEULOD LOL
(a) Reprezentativan prikaz oligomernog oblika tau protéii22) i ukupnodau proteia(Tau5b)
Westernblot metodom. Grafovi prikazuju relativni intenzitet signd ¢ligomernog oblika
tau proteinai (c) ukupnogtau protecina 6 YDNL VWXSDF SUHGVWDYOMD VUH
relativnog intenziteta signala r&esternblotu normaliziranog pHPD XNXSQRP VDGU3
proteina u uzorcimhipokampusaN =5.72 VNXSLQD AaLYRWLQMD NRMD MH S
7) VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD, MMXSUQPL &IDY RWDIXQ M.IE UN_FOM
ILILRORANX RWRSLQXp <@05/Rbdaé suaraziafdvosmjernimANOVA
testom uz Tukeyposthoctest.
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510 $QDOL]D L]UD aD rabpideeinaReaster@ blotD Q R J
metodom

, ] U Dtawgvbteindosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205 (AT8), serinu 396 i serinu 404
(PHF1), serinu 202 (CP13), te treoninu 212 i serinu 214 (AT100) analizirdrojaoagenatima

cijelog entorinalnog korteksa i hipokampusaWDNRUD pHWLUL RVDP L MHGDC(
inokulacijie WD X ILEULOD WDX ROLJRPHUD LOL ILJLROR&ANH RWI
AWDNRUD ,QWHQ]JLWHW VLJQamdziawfRemaiukapBonisinBIYDi WL ILF
proteina u uzorku.Fosforilacija tau proteina LJUDAHQD MH NDR RPMHU LPX
fosforiliranog tau proteinaprema ukupnom tauZbirni prikaz parametara dvosmjernog

ANOVA testa dobiveni analizoestern blot metode prikazani strablici 25.

5.10 ,JUbDabM WDX SURWHLQD IRVIRULOLUDQRJ
(AT8)

, ] U D faD broteinafosforiliranog na serinu 202 i treoninu 30u entorinalnom korteksu
AWDNRUD

Razina fosforiliranogtau proteina(AT8) u homogenatima entorinalnog kortekéaW D NR U D
mjerena e WHVWHUQ EORW PHWRGRP D SUHGRpPpHQH VOLNH PH

detekcije fosforiliranodau proteina ukupnogtau proteinal navedenim uzrocim@lika 62a).

1LVX XRpHQH VWDWLVWLPNL ]QDpDMQH StdlRIeddaa/Qhr20%) RPMH U
i ukupnogtau proteingInterakcija =Fu, 26)= 0,959, p = 0,45)Slika 62b NDR L X LJUD&D
fosforiliranog tau proteina(Interakcija =Fa, 26)= 1,112, p = 0,37)§lika 62c) u uzorcima

homogenata entorinalnog kortek&aN D.N R U D

8RpHQD MH VPDQ MKkignDg teUNpvoEcuh&jadandddt mjeseci nakon primjene

IL]L R OR an¢ HVrirMER=S2, 26) S X RGQRVX QD pHWLUL F
primjene (p < 0,055X NRQWUROQRM VHNXMHQ{RIHOPOWYLWBMWLVWLPNL ]
ekspresiji ukupnogau proteinau entoriralnom korteksu primjenom tau oligomera i tau fibrila

tijekom vremenal(terakcija =F@4, 26)= 1,055, p = 0,40)Slika 62d).
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Slika 62 ,]U Dtawbvoteina fosforiliranog na Ser202/Thr205 (AT8) u entorinalnom
NRUWHNVX aw bokiRddile WDXRROLJRPHUD WDX ILEULE®D LOL Il
Reprezentativan prikaz detekcije fosforilirantay proteina(AT8) i ukupnogtau proteina
(Tau5) Western blot m@dom. ) Fosforilacija tau proteina LJUDAHQD MH NDR R
imunoreaktivnostiAT8 prema ukupnonproteinutau. Grafovi prikazuju ekspresijuc) tau
proteinafosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205 (AT8)) (ukupnogtau proteina Svaki
VWXSDF SUHGVWDYOMD VUHGQMX YULMHG QRstamblotue' UHOD
QRUPDOL]JLUDQRJ SUHPD XNXSQRP VDGUADMX SNRWHLQD X
72 VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD WDX ROLJRPHL
fiorile; CTR, VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD IL]JLRORAN

* p<0,05.Podaci su analiziramivosmjernimANOVA testom uz Tukeyposthoctest.
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,]U Dtabgvbteinal RVIRULOLUDQRJ QD VHULQX L WUHRQLQX :

Razina fosforiliranogau proteina(AT8) u homogenatima hipokampusaW D mjerema je
Western EORW PHWRGRP D SUHGRpHQH VOLNH PHPEUDQD VX
fosforiliranogtau proteina ukupnogtau proteinal navedenim uzorcimi@lika 63a).

Analizom omjera fosforiliranog fau Ser202/Thr205) i ukupndgu proteinal hipokampusu
ALRYWLQMD XRpHQ MH VW Dprthlieviaral fithila ([nG 2kcialV:E, Q)X 5MS86H F D M

p < 0,d; Vrijeme = F 621 =6,092, p = 0,0; Tretman =F (2,21 = 3,058,p = 0,(®). Jedanaest

mjeseci nakon primjene tau fibrilaX ALYRWARMDL GR J]QDpDMQH SURPM
fosforiliranog i ukupnogau proteinaX KLSRNDPSXVX aLYRW L @idotéinR GQRV X
LIPMHUHQ QDNRQ pHW) UdsarR khjesédipF<0,03. SRpHQD MH L ]QDpD
promjena u omjeru fosforiliranog (AT8) i ukupntay proteinas odnosu na kontrolnu skupinu

ALY R late d@M (P < 0,05(Slika 63b).

S8RpHQ MH VQMbDLacsydrimhenjenih tau fibrila na fosforilirani proteini téAT8,

p-WDX 6HU 7KU X KL S RINtErak&jX 3FX 28+ 602V QO\M:D/rijeme

=F (220 =6,541, p = 0,0; Tretman = FA21) = 7,199, p = 0,004 Jedanaest mjeseci nakon

primjene tau fibrilaX ALYRW]LRMHUHQD MH SRYHUD Q Dtadl hatesnduH VLM D |
KLSRNDPSXVX AaLYRWLQMD X RGQRVX QD NRQWUROQX VNX!
VNXSLQX AaLYRWLQMD NRMH VX)SUDRR@HUN BR Q DL BRHLRIU [B\
fosforiliranogtau proteinaX KLSRNDPSXVX aLYRW L Q MbsforiliR@Gm@teuy X QD H
proteinaL]PMHUHQX QDNRQ pHW LiakonPaghirh\njeEdop (<,00) (Slika

63c).

Mjerenjem ukupnogau proteinaX KLSRNDP S XV X aLY Rovimjedatdd oidoimet®® R MH C
dovodidoVWDWLVWLPNL ]QD p D MaRrdtei@\Lrigerh @ -MrP 2h+NLY, UV L M H
0,001)osam mjesecip < 0,05 i jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera 0,0).

yHWLUL PMHVHFD QDN R @upddg thivdedie@&E LD DYV B H HSSkMHIO D Q D
ALYRWR@MWMDVX SULPLOH WDX ROLJRPHUH X RGQRVX<QD NRQ
0,05. 1LMH XRpHQD VWDWLVWLpPNL ]QD pad ptcgealhpdkampuBu X HNV S
ALY R wilmj@rdr tau fibrila tijekom vremer(@nterakcija =F, 21y= 1,910, p = 0,15Slika

63d).
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Slika 63 ,]U DtawDpvoteina fosforiliranog na Ser202/Thr205 (AT8) u hipokampusu
AWDNRUD inQkblaceQ WD X ROLJRPHUD WDX ILEULOMDa) LOL IL]
Reprezentativan prikaz detekcije fosforilirantay proteina(AT8) i ukupnogtau proteina
(Tau5) Western blot metodom.b) Fosforilacija tau proteina LJUDAHQD MH NDR R
imunoreaktivnostiAT8 prema ukupnonproteinutau. Grafovi prikazuju ekspresijuc) tau
proteinafosforiliranog na serinu 202 i treoninu 205 (AT8)) (ukupnogtau proteina Svaki
VWXSDF SUHGVWDYOMD VUHGQMX YULMHG QRstamblotue' UHOD
QRUPDOL]JLUDQRJ SUHPD XNXSQR hipska@puseld MXTGS, skiBpividd LQ D X
ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD WDX je @rimll&tuHibrite; CTR VN X SL(
VNXSLQD AaLYRWLQMD NRMD MH SULPLODPHODERQPREDBIX RWRSL

*** n < 0,001Podaci su analiziramivosmjernimANOVA testom uz Tukeyosthoctest.
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5.10 , | U uad adekinafosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 (PHF1)

,]U Dtabgvbteinal RVIRULOLUDQRJ QD VHULQX L VHULQX X Hi

Razinatau proteinafosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 mjerena je u homogenatima
HQWRULQD O Q BkbraN\R&lem HENO\VRDV aMHW RGRP D SUHGRpPHQH VO
reprezentativan prikaz detekcije fosforilirartag proteina ukupnogtau proteinal navedenim
uzorcima(Slika 64a).

1LVX XRpHQH VWDWLVWLpPNL J]QDpDMQH SURRWIDERHa X RPMFE
(Interakcija =F@4, 27)= 1,002, p = 0,42)Slika 64b NDR L Xtdu]ddoBeinBosfotiliranog

na Ser396/Ser40dnterakcija =Fga, 27)= 0,962, p = 0,44]Slika 64c) i ukupnogtau proteina

(Interakcija =F@4, o7y= 0,969, p = 0,44)Slika 64d) u uzorcima homogenata entorinalnog
korteksad W D.NR U D
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Slika 64 ,] U DiaDpbteina fosforiliranog na Ser396/Ser404 u entorinalnom korteksu
AWDNRUD inQkblaceQ WD X ROLJRPHUD WDX ILEULOMDa) LOL IL]
Reprezentativan prikaz detekcije fosforilirantay proteina(PHF1) i ukupnogtau proteina
(Tau5) Western blot metodom. lf) Fosforilacija tau proteina LJUD&AHQD MH NDR R
imunoreaktivnostiPHF1 premaukupnomproteinutau. Grafovi prikazuju ekspresijuc) tau
proteinafosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 (PHF1§) (kupnogtau proteina Svaki
VWXSDF SUHGVWDYOMD VUHGQMX YULMHG QRstamblotue' UHOD
normalizirana] SUHPD XNXSQRP VDGUADMX SURWHLQMN =X5.X]RUFLP
72 VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD WDX ROLJRPHL
fiorile; CTR, VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SULPLODteké ]JLRORAN

Podaci su analiziramvosmjernimANOVA testom uz Tukeyosthoctest.
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,]U Dtabgvbteinal RVIRULOLUDQRJ QD VHULQX L VHULQX X KI

, ] U D taD proteinafosforiliranog na serinu 396 i serinu 40djeren je u homogenatima
KLSRNDPSXWHEWBNRUPORW PHWRGRP D SUHGRPHQH VOLN
prikaz detekcije fosforiliranotau proteinaukupnogtau proteinas navedenim uzrocim@lika

65a).

Analizom omjera fosforiliranog i ukupnotau proteinaX KLSRNDPSXVX ALYRWLQM
VWDWLVWLPNL ]QDpDMDQ XWMHFDM S Ulbteraktija @RaHAXL K W D X
3,120, p < 0,05Vrijeme =F (2,27 =6,997, p = 0,04). Jedanaest mjeseci nakon primjene tau

fibrila X ALYRW RO@NWDL GR J]QDpDMQRJI SRYHUDQ M Dta¥ ppofeiaH U X RV
X KLSRNDPSXVX A&LYRWLQMD X RGQRV XaupbtdhBQHLR (R ¥ HRWLLWD
mjeseca (p < 0,05 osam mgseci p < 0,0) (Slika 65b).

8RpHQD MH VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD Utaj Qrofiba(pdauy ULMH G
6HU 6HU X KL SR N DppirgjXridXtaa lfibfiR Wek@rWizmeng Vrijeme =

Fe, 2n= 8,453, p < 0,01). Jedanaesteseci nakon primjene tau fibrilX &L Y RdolazQdd D

porasta ekspresije fosforilirandgu proteinaX KLSRNDPSXVX ALYRWLQMD X RGC
proteina izmjerenu nakon osam mjes€&G SULPMHQH WD X(pl« §Q)LddIDOnidt ALY RW L
XR H® WLV WL pNrazlik® D pk3pielijfosforiliranog tau proteinau hipokampusu

ALY R wilmjgrdi tau oligomerénterakcija =Fu, 27)= 1,492, p = 0,23[Slika 65c).

Nisu X R [eHVQV D W L Wekfidih@eneu ekspresiji ukupnogau proteinau hipokampusu
aLY R Witeahdila =Fu, 27= 2,014, p = 0,12)Slika 65d).
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Slika 65 ,]U DtaDgvbteina IRVIRULOLUDQRJ QD 6HU 6HU X KLSR
nakon inokulaciie WDX ROLJRPHUD WDX ILEUL @DRdpf@zentdtiyhrR OR &N F
prikaz detekcije fosforiliranotpu proteingdPHF1) i ukupnodau proteing Tau5)Westerrblot

metodom. ) Fosbrilacijatau proteinaL]lUD&aHQD MH NDR RP MRHBlré&maQ RUHD N
ukupnomproteinutau. Grafovi prikazuju ekspresijuc) tau proteinaosforiliranog na serinu

396 i serinu 404 (PHF1) dj ukupnogau proteinaSvaki stupac predstavlja srednju vrijednost

“6' UHODWLYQRJ LQWESZIhBAOHRWX \QROQPDOLP D DQRJ SUHPD X
proteina u uzorcimhipokampusaN =5.72 VNXSLQD aLYRWLQMD NRMD MH S
7) VNXSLQD AL jéRimilatauDfibNeR TR VNXSLQD ALYRWLQMD NRM
ILILRORANX RWRSLQ Xp<t0805¥ p S RN Bddl&cksu analiziramivosmjernim

ANOVA testom uz Tukeyosthoctest.
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5.10 , ] U Baé proteinafosforiliranog na serinu 202 (CP13)

,]U Dtabgvbteinal RVIRULOLUDQRJ QD VHULQX X HQWRULQDOGQF

, | U DtauDpkdteindosforiliranog na serinu 202 (CP13)eren je u homogenatima entorinalnog

N RUWH N Westew BN Réiddom, apgHGRpHQH VOLNH PHPEUDQD VX UHS
detekcije fosforiliranogau proteina(CP13) i ukupnogau proteinau navedenim uzorcima

(Tau5) Slika 66a).

1LVX XRpHQH VWDWLVWLpPNL J]QDPpDMQH SURHRMEIDY iX RPMF
ukupnogtau proteinal uzorcima homogenata entorinalnog korteks&/ D (fRA+2,003, p =
0,12) Slika 66b).

I1LMH XRpHQD VW pranjansM efsprési] @@Edyiranegdu proteingCP13, ptau

Ser202)u entorinalnom korteksu W D prirhjgridm tau oligomera i tau fibrilnterakcija =

Fa,27= 0,453, p = 0,77)0sam mjeseci nakon primjedd ]LROR&NH RWRdSlaAQdd X aLYR
pada u razini fosforiliranotau proteingVrijeme =F, 27)= 10,78, p< 0,001) Slika 66c).

1LMH XRpHQD VWDWLVWLpPNL ]QDp D Mt@QuDpr@dihRPidtaria X HNV
homogenata entorinalnog kortek&aN D ({hkekdkzija =F4, 27)= 2,362, p = 0,08)Slika 66d).
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Slika 66 ,]U Ddupkdteina IRVIRULOLUDQRJ QD 6HU X HQWRULQDO
nakon inokulaciie WDX ROLJRPHUD WDX ILEUL @DRdpf@zentdtiyhrR OR &N F
prikaz detekcije fosforiliranotau proteingCP13) i ukupnogau proteing Tau5)Westerrblot

metodom. ) Fosforilacijatau proteinaL]UDaHQD MH NDR RP MGPU3ArémMaQ R U H D N
ukupnomproteinutau. Grafovi prikazuju ekspresijuc) tau proteinaosforiliranog na serinu

202 (CP13) i d) ukupnogtau proteina Svaki stupac predstavla IrGQMX YULMHGQRVW
relativnog intenziteta signala &/ HVWHUQ EORWX QRUPDOL]JLUDQRJ SUEL
proteina u uzorcima entorinalnog kortekba=5. 72 VNXSLQD ALYRWLQMD NRMI
ROLJRPHUH 7) VNXSLQD ALYRW e Q@MDVNKEDQWMHASYRWILQM M
SULPLOD ILJLRORAGNX RWRSLQX p<&,05.HQdJACR BUL @BRI@IQrii NRUW
dvosmjernimANOVA testom uz Tukeyosthoctest.
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,]U Dtabgvbteinal RVIRULOLUDQRJ QD VHULQX X KLSRNDPSXVX

, ] U D & Mproteinafosforiliranog na serinu 202 (CP13njeren je u homogenatima
KLSRNDPSXWHEWBNRUPORW PHWRGRP D SUHGRPHQH VOLN
prikaz detekcije fosforiliranotau proteingCP13) i ukupnogau proteingTau5)u navedenim
uzorcima(Slika 67a).

Mjerenjem omjera fosforiliranog {@u Ser202) i ukupnogau proteinau hipokampusu

ALY RWRQMNQ RriMjeha@ifibrila dorodido VWDWLVWLPNL ]QDpDMMIQH SURP
proteina(Vrijeme =F, 15= 32,17, p < 0,0001) nakon osam i jedanaest mjeseci. Osam mjeseci
nakon primjene tau fibrilaX &L Y RdadzQdel pada u omjerfosforiliranog i ukupnogau

proteinau odnoswna omjertau proteinaQ DNRQ pHWRIGLSRINIRVMHEIH WDX ILEULO
(p < 0,05. Jedanaest mjeseci nakon primjene tau fibKlaa L Y Rd&lazQdel porasta omjera
fosforiliranog i ukupnogau proteinaX KLSRNDPSXVX AaLYRWLQMD X RGQRVX
izmjerenu nakon osam mjeseci (p < 0,02 LMH XRpHQD VWDWLVWLpPNL ]QDpD
fosforiliranog i ukupnogtau proteinau hipokampusu primjenom tau oligomera tijekom
vremengInterakcija =Fy4, 15= 2,010, p = 0,14{Slika 67b).

Mjerenjem fosforiliranogtau proteina(CP13, pWDX 6HU X KLSRNDPSXVX |
VWDWLVWLpPpNL ]QD p D MQprotai@\raern@-MH, 147=NLY, BBUEH\D 0B Hosam
PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX ILEULOD X RGQRVX QD pt
7TDNRYyHU RVDP PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH ILILROR&ANH RWI
tau proteinaX RGQRVX QDHpFBWIWULPRFMMBWY ILILRORANH RWRSLQH
VWDWLVWLpPpNL ]QD p D NoS§fdilindriog . tddeixau HipoWesrig ks grinlehom

tau oligomera tijekom vremerglterakcija =Fu, 18= 0,694, p = 0,60)Slika 67c).

1LVX XRpHQ@NLVYDDWDWWH SURPMH Q kaudprdtehiad Sigdkamphsl X N X S Q
8L Y R Whteidia =Fu, 15= 1,560, p = 0,23)Jlika 67d).
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Slika 67 ,]U DtaDgvbteina IRVIRULOLUDQRJ QD 6HU X KLSRNDPSX
inokulaciie WDX ROLJRPHUD WDX ILEULODPDRdptetentdtijarR@iRANH R W
detekcije fosforiliranogtau proteina(CP13) i ukupnogtau proteina(Tau5) Western blot

metodom. ) Fosforilacijatau proteinaL]UDaHQD MH NDR RP MGPU3ArémMaQ R U H D N
ukupnomproteinutau. Grafovi prikazuju ekspresijuc) tau proteinaosforiliranog na serinu

202 (CP13) i d) ukupnogtau proteina 6 YDNL VWXSDF SUHGVWDSODMD VUH
relativnog intenziteta signala &/ HVWHUQ EORWX QRUPDOL]JLUDQRJ SUEL
proteina u uzorcimhipokampusaN =5.72 VNXSLQD AaLYRWLQMD NRMD MH S
7) VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD, MMXSUQP L édi2y BWRBiXQaM.[E U L O H
ILILRORANX RWRSLQ Xp<t0805¥ p S RN Bddl&ksu analiziramivosmjernim

ANOVA testom uz Tukeyosthoctest.
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5.10 , | U Dedi [piMdteina fosforiliranog na treoninu 212 i serinu 214
(AT100)

, | U Dtawpwbteinafosforiliranog na serinu treoninu 212 i serinu 214 u entorinalnom korteksu
awDNRUD

, ] U D &aD Mroteinafosforiliranog natreoninu 212 i serinu 214AT100) mjeren je u
KRPRIJHQDWLPD HQWRULQWHYRIHWVE@ UBNOHRNWW DP HWRGERRBD D S|
membrana su reprezentativan prikaz detekcije fosforiliraaogproteing AT100) i ukupnog

tau proteingTau5)u navedenim uzorcimgSlika 68a).

1LVX XRpHYWLYWDWQDPDMQH S taR Pidteia fosfofiliraR&yMra U X
Thr212/Ser214 i ukupnagwu proteingInterakcija =Fga, 25= 1,053, p = 0,40)Slika 68b), kao
L X LJUD&ADMX {dR Wroriddp@du T2} BJer214)rfterakcija =Fa, 25= 1,46L, p =
0,24) Slika 68c) i ukupnogtau proteinglnterakcija =Fu, 26)= 0,446, p = 0,77)]lika 68d) u

uzorcima homogenata entorinalnog kortelés8/ D.N R U D
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Slika 68 , ] U Dt@Dpkbteina fosforiliranog na Thr212/Ser214 u entorinalnom korteksu
AWDNRUD inQkblacieQ WD X ROLJRPHUD WDX ILEULOMDa) LOL L]
Reprezentativan prikaz detekcije fosforiliranag proteina(AT100) i ukupnogtau proteina
(Tau5) Western blot metodom. i) Fosforilacija tau proteina LJUD&AHQD MH NDR R
imunoreaktivnostiAT100 prema ukupnonproteinutau. Grafovi prikazuju ekspresijuc) tau
proteinafosforiliranog na treoninu 212 i serinu 214 (AT1003) kupnogtau proteinaSvaki
stupac pr&s VWDYOMD VUHGQMX YULMHGQRVW “WestdthHh@@D WLY QR.
QRUPDOL]JLUDQRJ SUHPD XNXSQRP VDGUADMX SNRWHLQD X
72 VNXSLQD AaLYRWLQMD NRMD MH SULPLOD WDMKtRIOLJRPHL
fiorile; CTR, VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD IL]JLRORAN

Podaci su analiziramvosmjernimANOVA testom uz Tukeyosthoctest.
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, ] U DtaDgvbteinal RVIRULOLUDQRJ QD VHULQX WUHRQLQX L VHL

, ] U D &aD Mroteinafosforiliranog na treoninu 212 i serinu 2JAT100) mjeren je u
KRPRIJHQDWLPD KLSRWNDASXVOQ EWRWRRHDWRGRP D SUHGRpH
reprezentatian prikaz detekcije fosforiliranotau proteinaAT100) i ukupnogtau proteina

(Tau5)u navedenim uzorcimiglika 693).

1LVX XRpHQH VWDWLVWLpPNL ]Q 2p Dpho@ih foSfatiRanbgH@RH X RF
Thr212/Ser214 i ukupnagwu proteingInterakcija =Fa, 25= 0,753, p = 0,56)]lika 6%), kao

L X L]U D aD NeX proteikar@trRalicija =Fu, 2= 0,539, p = 0,71)Slika 69d) u uzorcima
homogenata hipokampusaW D.N R U D

SRpHQVMWMIB W I ¥ DiinpuHcaj primijenjenih tau oligomera tijjekom vremena na

fosforilirani tau proteinAT100, pWD X 7K U 6HU X KLSRINE&&EXY X ALYR)

F, 25= 3,495, p < 0,05Vrijeme = F(225) =12,30,p =0,0002 Tretman=F (225) = 4,333,p =

0,02). y H Wrijeddcanakon primjene,S R Y H @k3ppelija fosforiliranotau proteinaX WY Uy H Q D

je uskupini a L Y R Wja (@ ldriila tau oligomereX RGQRVX QD NRQWUROQX VNX!
L QD VN XS k@pxe arinvi&anfibi@eMx 0,01).Smanjena je razina ekspresije

fosforiliranog tau proteinaosam mjesecip( < 0,0) i jedanaest mjesedp < 0,03 nakon

primjene tau oligomeras ALYRWLQMD X RGQRVX QD HNVSUHVLMX SUR

mjeseca ogrrimjenetau oLJRPHUD X (Qlikk¥@R3VLQMD
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Slika 69 ,]U DtaDgvbteina IRVIRULOLUDQRJ QD 7KU 6HU X KLSRI
nakon inokulaciie WDX ROLJRPHUD WDX ILEUL @DRdpf@zentdtiyhrR OR &N F
prikaz detekcije fosforiliranogau proteingAT100) i ukupnogtau proteinaTau5) Western

blot metodom. If) Fosforilacijatau proteinaL]UD&aHQD MH NDR RPMATWOOPXQRU'
prema ukupnonproteinutau. Grafovi prikazujuekspresiju €) tau proteingosforiliranog na

treoninu 212 i serinu 214 (AT100)d)Y ukupnogtau proteinaSvaki stupac predstavlja srednju
YULMHGQRVW “ 6' UHODW L Westerh hdpidingalizindhbig/greme Lku@niord D Q D
VDGUADMX SdicRiahipbl@ipuxalF 5. 72 VNXSLQD AaLYRWLQMD NRMI
ROLJRPHUH 7) VNXSLQD ALYRWLQMDVNKKEDQWMHASYRWILQM M\
SULPLOD IL]JLRORANX RWRI@X5 ** & < R,0ISHRNED BESah#izirani
dvosmjernimANOVA testom uz Tukeyosthoctest
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511 8p L Qibdkulacije tau oligomera 1 tau fibrila na
fosforilacijutau proteinamjereno ELISA metodom

ELISA metodom izmjerena je raziriau proteinafosforiliranog na serinu 396 i serinu 404

(PHF1) u entanalnom korteksu i hipokampusdiistar A WDNRUD pHWLUL RVDP L MH
nakoninokulacie WDX ROLJRPHUD WDX ILEULOD LOLtaupratBr@aRaNH R
izmjerenaje iz uzoraka likvorad W D.MIsrbi Prikaz parameta dvosmjernogANOVA testa

dobiveni analizom ELISA metode prikazani s@rablici 25.

5.11.1. Razinatau proteinafosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 u
HQWRULQDOQRP NRUWHNVX L KLSRNDPSXVX &

8 HQWRULQDOQRP NRUWHNVX Xd&t@ h@njeiedtav dligovdra/iiaup NL ] Q
fibrila na razinu fosforiliranogau proteingp-tau Ser396/Ser404) tijekom vremenadrakcija

= Fu, 27= 203,4, p < 0,00Q1Vrijeme =F (2,25) =324,0,p < 0,0001; Tretman E (2,25) = 241,1,

p<0,0000 ,]JPMHUHQH VX VWDWLVWLpPNL ]Q DthDpkb@ikaipricjOLNH X
WHVWLUDQRM kiY(dakdhHh A WNRIM BIRENNHEDQL ALYRWLQMD NRMD
oligomere u odnosu na skupindiL Y R Wbja @eNpilimila tau fibrile (p < @001) i kontrolnu
skupinudLYRWI.QMD 7DNRYHU & WRWILQNWXOS QO N RQ pHHWDL WIH P
YHUD UD]LQD I®BwirBtéinaCodnofu@daegovu razinwosam (p < 0,01) i jedanaest

mjeseci (p < 0,05) nakon primjene tau oligome8 VNXSLQL ALYRWLQMDaNRMRM V
ILEULOL QDNRXRHMWQ UMHP MRHY/ RN ptdReinbiRddhodu_ra RAtRhu

skupinu &L Y R \(p L<QM@1).Dolazi do porasta fosforiliranotau proteinau aLYRWLQMD X
kasnijim vremenskimW R p N @Rd3noosam 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 poteinau odnosu na kontrolnu skupind L Y R \(p L<QOM@) i skupinu

ALY R Woja @ Mrnila tau fibrile (p < 0,001). Jedanaest mjeseci nakon primjene tau tibrila

WRM VN XS LdQlazidlt poRagia f6fdrilirandgu proteinal odnosu na kontrolnu skupinu

ALY RW k& QDOM) Tablica 21; Slika 70a).

8 KLSRNDPSXVX XRpHQ MH VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMDQ XWMF
razinu fosforiliranogtau proteina(p-tau Ser396/Ser404)nterakcija =F@a, 27y= 19,38, p <
0,000% Tretman = (27 =71,58p <0,000. 8 KLSRNDPSXVX pHWLUL PMHVHFI

SLYRWLIPMBIUHQH VX VWDWLVWLPpNL ]Q DthDokb®@iruskDgiGiLNH X U
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ALYRWLQMD NRMD MH SULP upnD aW DK kdja R iHibdiadtad oRyn@RV X QD
(p <0,001) i kontrolnu skupind L Y R Y £ @00@1). Osam mjeseci nakon primjene tau fibrila

X RYRM VNXSLQRDpERY KW LYRIDD Vel dratsindr Lbir@dulUna GKR@inu

ALY R Kdja (@ bribila tau oligomere (p < 0,0001). Osam mjeseci nakon tretmana, te jedanaest
mjeseci nakon tretmana, skupindL Y R WKdjaQ j& Drimila tau oligomere ima manje
fosforiliranogtau proteinau odnosu na kontrolnu skupinu (TO 8m vs. CTR 8m, p < 0,0001;

TO 11m vsCTR 11m, p < 0,0001)T@blica 22; Slika 70b).

Tablica 21. Razina fosforiliranog tau proteina (pSer396/Ser404) iz uzoraka entorinalnog
NRUWHNVD aWDNRUD

— 5 TE CTR
4m KHREYE KRG o K 11 wx$

8m “ ****#“4 |
11m g “ — #4,; rrg, “

SRGDFL VX LJUDAHQL NDR W HG@QWRDWY QIM\DHG RIS L 'L
korteks; 72 VNXSLQD ALYBWLBIMID RO RMH.JRPHUH 7) VNXSL
primila tau fibrile; CTR VN XSLQD aLYRWLQMD NRMD ;M uSpgdredbL©OD IL]LI
CTR; # uusporedbisa TF;#% XVSRUHGEL VD 7)kX Mjgsddd;H@Qusporeibi WR p

VD 7) X Y UH PHHENVdsEtiM& Wioredbi s TO,s& usporedbi s TO u vremenskoj

Wik mjeseci, & X XVSRUHGEL V 72 K 1Y bhjddediQ ¥ 0|05 M* Bv<Rop01;

*** p < 0,001; **** p <0,0001l. 3BRGDFL V XdrREnyedyn-AQQVA testom uz Tukey
posthoctest.

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

HC TO TF CTR
11m “ ****& “ ****& “

SRGDFL VX LIUDAHQL NDRoW U BIGYQRWL © W IBACHRPp KENDBL Q) 6 '
VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SBLPR®DQWIDX NFOMDRWHH SH L P
CTR, VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD M tluspbredbils@DR] # HuBpOreddIN X R W
sa TF; & u usporedbi s T®p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001Podaci su

R E U Ddvbk@jernimANOVA tesom uz Tukeyposthoctest.
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Slika 70 8 p L Qriokulacije tau oligomera i tau fibrila na razinu tau proteina
fosforiliranog na Ser396/Ser404.ELISA metodom izmjerena je razingau proteina
fosforiliranog na serinu 396 i serinu 404 (PHF13udgntorinalnom korteksu b hipokampusu
AWDNRUD pHWLUL RVDP inoktilds3eD/QIX RY LFRAMHBL WDXRDRE U L
otopine. Podaci su analiziradvosmjernimANOVA testom uzTukey posthoc test, svaki
VWXSDF SUHGVWDYOMD. NHEGQ MXNXISILIQBGQLRWRW QI D NRML
ROLJRPHUH 7) VNXSLQD ALYRWLQMDVNKKEDQMHASYRWILQM M
SULPLOD ILILROR&ANX R Wdrt8ikds;(HKE, hipbkam@spR 0,053 D@10

*** n<0,001*** p<0,0001
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5.11.2. Razina ukupnogau proteina X OLNYRUX &aWDNRUD

8 OLNYRUX XRpHQ MH VWDWLVWLpPpNL |QDpDMDQ AW MHFDM

proteina(Interakcija= Fa, 25y= 7,646, p < 0,001Vrijeme =F (2,25) =7,223,p = 0,003 Tretman

=F (2,25) = 32,02p < 0,000). Koncentracijaskupnogtau protenaYLadD MH pHWLUL PMHV]I

primjene tau fibrilau RYRM V N X S L Qodnasiu Yi&r akUpiQiLDY X Woja G Mrinila tau

ROLJRPHUH S L NRQWUROQX VNXSLQX 4aLYRWLQMD S

mjeseca dolazi do porasta ukuprag proteinau skupini a L Y R Koja @ kribnila tau fibrile (p
-HGDQDHVW PMHVHFL QDNRQ SULP M#&u@rbteivaboxojl LEUL OD

VNXSLQL addviddWhha €klvpduXoja je primila tau oligomere (p < 0,0004bl{ca 23;

Slika 71).

Tablica 23. Razina ukupnogtau proteina L] X]RUDND OLNYRUD aWDNRUD

Likvor TO TF CTR
4m *k @ KkAAG
8m ‘ ‘ ‘
11m g KRR *Q

SRGDFL VX LIJUDAHQL NDR od U GORWL @ MIDWWRRS Y RXBILQB' ALY RW
NRMD MH SULPLOD WDX ROLJRPHUH 7) VNXSLGKIpiAA YRWLQI
ALYRWLQMD NRMD MH S UfLiPusmrEedbig CRR) R @ dForBiNdl BaSTE@H#X
XVSRUHGEL VD 7) Xi 8 uieset, QRVINIRBPOredbRHPTOIRGDFL VX REUDVF
dvosmjernimANOVA testom uz Tukeyosthoctest
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Slika71 8 p L @akdlacije tau oligomera i tau fibrila na razinu ukupnog tau proteina u
OLNYRUX BL\$A Kdkdddn izmjerena je razina ukupriag proteinaX OLNYRUX awWDN
pHWLUL RVDP L MHGDrkukHddj@dWPMHRO ELREBNRQ WDX ILEULO
otopine. Podaci su analiziradvosmjernimANOVA testom uz Tukeyposthoc test, svaki
VWXSDF SUHGVWDYOMD. NHEGQ MXNXISILIQBGQLRWRW QD NRML
ROLJRPHUH 7) VNXSLQD ALYRWLQMDVNKMK DQidaédaje PLOD W
SULPLOD ILJLRORANX RNIKRODLED ¥ < G@&L)***O p & ¥,0RQL

522 3UDUHQMH XpLQND SULPMHQH WDX
stvaranje amiloid- £

Imunohistokemijskom metodom bojanja analiziranng&upljanje amiloidaEu mozguWistar
AWDNRUD pHWLUL RVDP inoklildc3ebaQ @igomevat@uNibiid HOL QO NRQR AN
otopine 8 WX VY UK Xje N38prdtdtiwleia Bmiloid NRMH VH YHAH QD DPLQRI
ostatke 1724, odnosno na epitop8-22unutar amiloid Epeptida. Analizirane su razines,64

mm od bregme;6,84 mm od bregme-8,04 mm od bregme. Reprezentativan slikovni prikaz
amiloidnih plakova ulorzolateralnom entorinalnom korteksu, hipokampusu i vidnom korteksu

a W D NriRazén je naSlici 72. Kontrolna skupina prikazana je r&ici 73 Rezultati su
SULND]DQL JUDILpNL NDR SRVWRWDN RSWHUHUHQMD DPLO
S R G U Xlpiki Dprikaz paramera dvosmjernogANOVA testa dobiveni kvantifikacijom

amiloida prikazani su urablici 25.
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60OLND ,JUDabM ELOMHJID * X GRU]JRODWHUDOQRP HQWR
YLGQRP NRUWHNYXS&WDPINRWDWLYDQ SULND] pHWLUL RVDP
inokulacije tau oligomera i tau fibrila. DLEnt, dorzolateralni entorinalni korteks; HC,
hipokampus; VC, vidni korteks 72 VNXSLQD aAaLYRWLQMD NRMD MH SUL
V N X S L Q Da &djaYj® Wil Mu fibrile; CTRNRQWUROQD VNXSLQD aLYRWLGQ
ILILRORANX RWRSLQX OMHULOR —P
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Slika73 ,]JuDabM ELOMHJD * X GRU]JRODWHUDOQRP HQWRULQ
YLGQRP NRUWHNYXS&WPHNRWDWLYDQ SULND] pHWLUL RVDP
inokulacije IL]L R O R & N.HDLRnty BoBzbl@etalni entorinalni korteks; HC, hipokampus;

VC, vidni korteks 72 VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD WD
koja jeprimila tau fibrile; CTR NRQWUROQD VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD |
OMHULOR —P

5.12.1.Prikaz RSWHUHUHQMD SO BRERMLBréYn@D UD]LQL

Unutar razine- PP RG EUHJPH DQDOL]JLUDQD VX 52, SRGUXpM
UHWURVSOHQLMDOQR YLGQR L VOXaQR SRGUXpMH DVRFLM
i peririnalni korteks; ROI II: dorzolateralni entorinalni korteks; ROI lll: ventralni i dorzalni

subikul nazubljena vijuga, CAl i CA3 polj&lika 74a).

S8RpHQ MH \QDpADiada@rimbenjenih tau fibrila na stvaranje plakovall Y RWLQMD X
ROI I (Interakcija =F@4, 17)= 11,20, p = 0,0001Vrileme =F (2,17 =10,54,p = 0,001 Tretman

=F (017 = 31,96,p < 0,000). 8RPHQR MH SRY H ddokypli¢he PRROWINAE @3am
PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX ILEULOD S 7DNR
plakovima osam mjeseci nakon primjene tau fill®@ DYHGHQRM V N Xo8no€ulnada LY RW L
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skupinud L Y R kdja @ ptibila tau oligome i kontrolnu skupintd L Y R iy £ @QA@) Glika
74p).

8RpHQ MH V|W D pVMujessjriniienjenin tau oligomera na stvaranje plakova u

ALY RWR@ M @ntetakcija =Fa, 18= 3,00, p = 0,05Vrijeme =F (2,19 =3,0Q p = 0,05
Tretman =F (219 = 3,00,p0=0,05. 30ODNRYL VX XRpHQL VDPR MHGDQDHVW
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)Ka 74c).

SRpHQVWBWLVWL ptta) [0QijprijedilD Au oligomeraa stvaranje plakova u
aLY RWRADIM@rigme =F¢,18= 8,52, p < 0,01Tretman =F (2,19 = 17,64,p < 0,000
1LMH XRpHQ]Q WhbMd@al plxila na stvaranje plakoviaterakcija =Fa, 1=

S 8RPHQR MH VWY DUDQ BHY RIFHMPRUIG @ IVKH B 10PN R
primjene tau fibrila (TF 4m vs. CTR 4m, p < 0,3yetman =F (219 = 17,64,p < 0,0001)
2VDP PMHVHFL QDNRQ WUHWP [2@ibnilavalXogodde (LYFBLQMD N
VNXSLQD 4aLYRWLQMD NRMD MH SUWPYIOIH WDPXOREGDQK SOIL
RGQRVX QD NRQWUROQX VNXSLQX A4LYRWLQME &VWHNGRHED

osam u odnosu na jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligomera (p Sk@5j4d).
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Slika74 3ULND] SRVWRWND é&amidido® HX] B R/NDNEFEIND-5,64 mm

od bregme. (a) llustrativan prikaz analiziranihS R G Unaprikbi-5,64 mm od bregme.
*UDILpPNL SULND] DQDOL]JH RSWH W}HROIQ (&) DRSIOIRAYRjatén® D X Q X W
4,8i11 PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX ROLJRPHUD WDX ILE
analizirani dvosmjernimANOVA testom s Tukeyposthoc WHVWRP L L]JUD&HQL ND
YULMHGQRMW 726'VNXSLQD AaLYRWLQMD NRMD MH SULPLOD
ALYRWLQMD NRMD MH SNRGWOR OWMDPX VNKSFLQD BNYSRWLQMD NI
otopinu. *p < 0,05 *** p < 0,001 *** p < 0,0001
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512.2.Prikaz RSWHUHUHQMD SO BEKRMYLIBE @D UD]JLQL

Unutar razine- PP RG EUHJPH DQDOL]JLUDQD VX SRGUXpMD 52,
VOXaQR SRGUXpMH DVRFLMDFLMVNR SRGUXpMH VOMHSRRE
ROI 1I: dorzolateralp dorzalni intermedijalni, ventralni intermedijalni, medijalni i
kaudomedijalni entorinalni korteks; ROI lll: ventralni i dorzalsubikul parasubikul

postsubikul, presubikul, CA1 polje i nazubljena viju§diKa 75a).

1LVX XRpHQH VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQH S URPNRMAEBY)MDVW YD
(Interakcija =F@4, 18= 1,073, p = 0,@) (Slika 75b).

8RpHQ MH ]QDpDMQL XWMHFDM SULPLMHQMHQLK WDX ROL.
aLY R WR@ M(tetakcija =Fa, 18= 3,953, p < 0,05Vrijeme = F = f1g = 78,17, p <

0,000,1 Tretman = F (19 =5,380,p=0,0L yHWLUL PMHVHFL QD N&RQ RW HYWD
koja je primila tau oligomere (p < 0,01) i skupida. Y R Wéja (@ lerinila tau fibrile (p < 0,05

LPD YLAH DPLORLGQLK SODNRYD X RGQRVX QD NRQWURO
YUHPHQVNL SHULRG XRpHQR MH SR Y HX BQ VRAMMNEMAND QMD D
tau oligomerima (TO 4m vs. TO 8m, p0s0001; TO 8m vs. TO 11m, p<0,0001 7TDNRyHU
LVWL WUHQG MH XRpHQL QOBPMNMRE TF B PMHOQIOL,WD M Ms.ETB L O D
11m, p < 0,000 X &L Y RSNka @).D

8 R b H ¥ WIIWI]LQ/DN IDKddiRj@rimijenjenih tau oligomera stvaranje plakova u ROI Il

(Vrijeme = Fp, 18y= 7,60, p < 0,0Ldok nije XRpHQ VWDWLVWLpPpNL ]1QDpDMQD
(Iterakcija =F@a, 18= 2,487, p = 0,08)3RVWRML UD]JOLND X RSWHUHUHQMX S
nakon primjene tau oligomerenavedH QR M V N X S L Qdnasl ivaRkdin@ M YRXdja Q M D

je primila tau fibrile (p < 0,0b Nakon primjene tau oligomerx &L Y RMkbwsM Prisutni

samo u prvoj testiranoj vremenskoj skupini (TO 4m vs. TO 8m, p < 0,05; TO 8m vs. TO 11m,
p<0,050dnRVQR PMHVHFD QDNRQ SULPMKBKH7®I)ID X ROLJRPHUD
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Slika75. 3ULND] SRVWRWND SRYUAaLQHEXDRWMDNS RMMDIGEA NP LORLGH
od bregme. (a) llustrativan prikaz analiziranihS R G Unapriakdi-6,84 mm od bregme.
*UDILpPNL SULND] DQDOL]JH RSWH W}HREIQ (&) DRSIOIDAYRjatén® D X Q X W
4,8i11 PMHVHFL QDNRQ SULPMHQH WDX ROLJRPHUD WDX ILE
analizirani dvosmjernimANOVA testom s Tukeyposthoc WHVWRP L L]JUD&HQL ND
YULMHGQRMVW. 726' VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH 8ULPLOD
ALYRWLQMD NRMD MH SNRGWOR OWMDPX VNKSFLQD BNYSRWLQMD NI
otopinu. *p < 0,05 ** p < 0,01 **** p < 0,0001
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5.12.3.Prikaz RSWHUHUHQMD SO BRNRKMYLAIDrégme UD]LQL

Unutar razine- PP RG EUHJPH DQDOL]JLUDQD VX SRGUXpMD 52,
SRGUXpMH DVRFLMDFLMVNR SRGUXpMH VOMHSRRpPQRJ UHa
dorzolateralni, vietralni intermedijalni, medijalni i kaudomedijalni entorinalni korteks; ROI 111

parasubikul postsubikul §lika 76a).

SRpHQVW BWLVWL pteda] pen)jerieMDt@u oligomera i tau fibrila na stvaranje

plakova u ROI | Interakcija = ks, 18= 6,440, p < 0,01 Vrijeme =F (219 =5,255, p = 0,02

Tretman = F{1g) =4,655, p=0,02 yHWLUL PMHVHFL QDNR QX S4LLYFRWH.GHV BV

XRpPHQR MH YL4H DPLORLGQLK $0OPDREHM@IMDIAG QERCK(pXD VN X ¢

0,05) i jedanaest mjeseci nakon primjene tau oligorfera0,05. 6NXSLQD aLYRWLQMD

SULPLOD WDX ILEULOH LPDOD MH YLA4H DPLORLGQLK SODNR

skupinu &L Y R Woja@Ndrinila tau oligmere (p < 0,06i NRQWUROQX VNXSLQX aLY
7DNRYyHU XRPHQR MH YHUOH RSWAHUWHMEHORMDOSAMD NRY L P

mjeseci nakon primjene tau fibrila u odnosu na kasnije testiranu ski@pin¥ R (¥ k Q,85D

(Slika76b).

UROIIl QHPD VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQRJI XWMHFDMD SULPMHQ]|
Fu, 18) S X &SRB Q M D

BRpHQ/ WBWLVW Litjada) pririjdenemhDa@ fibrila na stvaranje plakova u ROI Il
(Interakcija = kg, 18= 4,947, p < 0,01; Vrijeme E (2,19) =5,946,p = 0,01;Tretman == (2,19) =

7,938,p = 0,003. SRVWRML UD]JOLND X RSWHUHUH@)ds¢cii@&kbrNRY LP D
tretmanaNaime VNXSLQMBWINRMWOL ®MH SULPLOD WDX ILEULOH LPDC
u odnosu na skupind L Y R Woja @ Mrbnila tau oligomere (p < 0,01) i na kontrolnu skupinu
ALYRWESQMD 7DNRYHU MH XRPpHQR Y HuwHskipBViHYRWHQMB
testiranoj osam mjeseci nakon primjene tau fibrila u odnosu na kasnije testiranu skupinu
ALYRWLQMD QDNRQpMB@EPSHIHa )W PMHVHFL
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Slika76 3ULND] SRVWRWND SRYUA&LQHX B R/NDEFRNBOIHMDPLORLG
od bregme (a) llustrativan prikaz analiziranihS R G Unapriakdi-8,04 mm od bregme.
*UDILpPNL SULND] DQDOL]JH RSWH W}HROIQ (&) DRSIOIDAYRjatén® D X Q X W
4, 81 11 mjeseci nakon primjene tau oligomera, tau il D LOL ILJLRORANH RWRSL
analizirani dvosmjernimANOVA testom s Tukeyposthoc WHVWRP L L]JUD&HQL ND
YULMHGQRMW. 726' VNXSLQD ALYRWLQMD NRMD MH SULPLOD
ALYRWLQMD NR fibile NHRSNNR@WOQER OMPX VNXSLQD ALYRWLQMD NI
otopinu. *p < 0,05 * p<0,01
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5.12 8 b LiQokuNacije tau oligomera i tau fibrila na stvaranje amiloida

E s> mjereno ELISA metodom

UFHUHEURVSLQDOQRP OLNYRUX XRpHQ MH VWDWLVWLpPNL ]

tau fibrilana razinu amiloig- k.42 (Interakcija = ka1, 26y= 10,65, p < 0,000Vrijeme =F (2,26)

=16,19,p < 0,0001 Tretman =F (22¢) = 178,5,p < 0,000). y H Whljdddca nakon tretmana,

LIPMHUHQH VX VWDWLVWLpPNL ]@EhDM YN XSLDLNHYR WIDQ ME

primila tau fibrile u odnosu na skupina L Y R Woja @eNdridnila tau oligomere (p < 0,0001) i

kontrolnu skupinu&L Y R\ l<@dd1).,]PHYyX pHWYUWRJ L MHGDQDHVWRJ

porasta razine amilog k-42 u skupini & L Y R Woja (@ Mrbnila tau oligomere (TO 4m vs. TO

11m, p <0,0001; TO 8myvs. TO 11m, p < 0,0001). Osam mjeseci nakon primjene tawfibrila

RYRM VNXSLQRBH Y RMH. G RDEVUNdB0BU 1@ RkuBind L Y R Woja@eM D

prilila tau oligomere (p < 0,001) i kontrolnu skupirfuL Y R W k£ Q000L). Jedanaest mjeseci

QDNRQ SULPMHQH WDX ILE & E® D oYoHkiIs IMH. AD oML RRIIDO R L G

skupinu &L Y R Woja & Mrbnila tau oligomere (p < 0,001) i kontrolnu skupial Y R W kQ M D
-HGDQDHVW PMHVHFL QDNRQ SULPMH QGHz WUp¥jROLJRP |

VN XSLQL @&advidsinia Qovtidlnskupinu aLY R W k Q00D Tablica 24; Slika 77).

Tablica 24. Razina amiloida- B4 L] X]RUDND OLNYRUD a4WDNRUD

Amiloid- 142 TO TF CTR

SRGDFL VX LJUDAHQL NDR NABHTZQ WD XYSLLQMH GEIQORML QD NRM
ROLJRPHUH 7) VNXSLQD ALY fiovild;, CMRDVNIKE DQd HA SYR WILQ M
SULPLOD IL]LR @ R adgofeddbvg R, ® Xusporedbi sa Tdy #asporedbi sa TF u

Y UHP HQ N8 RiMsadl;RRpu usporedbi s TO;.&XK XVSRUHGEL V 72 XKi&UHPHQ\
mjeseca; & u usporedbi s TO uvie H Q V NKR&/Mjds&Ls u usporedbi sa TF u vremenskoj

Wik mjeseci SRGDFL V XdREMdnmARQVA testom uz Tukeyosthoctest.
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Slika 77. 8 p L Qi»kulacije tau oligomera i tau fibrila na razinu amiloid a- Ez-42 u likvoru

aW D NAdbBD su analizirardvosmjernimANOVA testom uz Tukeyposthoc test, svaki
VWXSDF SUHGVWDYOMD NEHEHGQ MXNKISILIQBGQLRWRW LQaVID NRML
ROLJRPHUH 7) VNXSLQD ALY fiovild;, CMRDVNIKE DQd HA SYR WILQ M M
SULPLOD IL]JLROR&NX RWR®E &% < &,601; ©tpNYRAIL. S
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Zbirni prikaz parametrdvosmjernogANOVA testa dobiveni analizor/esternblot metode,

ELISA metode i kvantifikacije amiloida&Eprikazani su urablici 25.

Tablica 25. Parametri dvosmjernog ANOVA testa dobiveni analizom Western blot

metode, ELISA metode i kvantifikacije amiloida E

Test Parametar Interakcija Vrijeme Tretman
Western EC | HT7 F (4,20) = 1,898 F (2,20) = 3,452 F (2,20) =1,31(
blot metoda p=0,15 p = 0,05 p=0,29
ukupnitau | 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 (4,29 = 0,645 | F (2,19 =5,203 | F (2,19 = 0,403
p=0,64 p=0,01 p=0,67
ukupnitau | F (420 =1,795 | F (2,20 =4,653 | F (2,20 = 0,437
p=0,17 p =0,02 p=0,65
EC | T22 F (429 =0,786 | F (2029 =1,460 | F (229 = 4,484
p=0,54 p=0,25 p=0,02
ukupni tau | F (s,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 (429 =0,928 | F (229 =0,938 | F (229 = 1,433
p = 0,46 p = 0,40 p =0,26
ukupni tau | F (324 =3,692 | F (2,24) =0,602 | F (2,24) = 4,033
p =0,02 p = 0,55 p =0,03
EC | AT8/ukupni | F (s26) =0,959 | F (2.26) =0,996 | F (2,26) = 7,497
tau p=0,45 p=0,38 p =0,003
AT8 F (a20) =1,112 | F (2,2¢) =2,638 | F (2,26) = 4,904
p =0,37 p =0,09 p=0,01
ukupni tau | F (3,26 =1,055 | F (2,2¢) =6,156 | F (2,26) = 4,447
p = 0,40 p=0,01 p =0,02
HC | AT8/ukupni | F (421 =5,496 | F (2,21 =6,092 | F(2.21) = 3,058
tau p = 0,003 p=0,01 p=0,&
AT8 F (421 =6,292 | F (221 =6,541 | F (220 = 7,199
p = 0,002 p=0,a p = 0,004
ukupni tau | F (320 =1,910 | F (2,20 =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 (2,27 = 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 (327 =0,969 | F (2,27) =2,074 | F (227) = 2,780
p=0,44 p=0,14 p =0,08
HC | PHF1/ukup | F (a27) =3,120 | F (227 =6,997 | F (2.27) = 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 (2,27 =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 (2,27 =3,266| F (2.27) = 1,541
p=0,12 p = 0,05 p=0,23
EC CP13/ukupni | F (227 =2,003 | F (2,279 =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 (227) = 1,538
p=0,77 p=0,0004 |p=0,23
ukupni tau F (427 =2,362 | F (2,27 =3,108| F (2.27) = 1,630
p =0,08 p = 0,061 p=0,21
HC CP13/ukupni | F (a,15) =2,010 | F (0,15 =32,17| F (2,15) = 12,71
tau p=0,15 p<0,0001 |p=0,0a
CP13 F (4,189 =0,694 | F (2,19 =19,78| F (2,19) = 3,149
p =0,60 p<0,0001 |p=0,07
ukupni tau F (4,28 =1,560 | F (2,19 =2,281| F (2,19) = 2,833
p=0,23 p =0,13 p =0,08
EC AT100/ukupni | F (s,25) =1,053 | F (2,25) =0,630| F (2,25) = 0,052
tau p = 0,40 p =0,54 p=0,95
AT100 F (s,.25) =1,461 | F (2,25) =3,163| F (2,25) = 2,062
p=0,24 p =0,06 p =0,15
ukupni tau F (4,20 =0,446 | F (2,29 =1,575| F (2,2¢) = 2,581
p=0,77 p =0,23 p =0,09
HC AT100/ukupni | F (s,25) =0,753 | F (2,25 =2,919| F (2,25) = 1,517
tau p = 0,56 p =0,07 p=0,24
AT100 F (4,25 =3,495 | F (2,29 =12,30| F (2,25) = 4,333
p =0,02 p =0,0002 p =0,02
ukupni tau F (425 =0,538 | F (2.259) =1,435| F (2,25) = 0,378
p=0,71 p =0,26 p=0,69
ELISA EC p-tau F (427) =203,4 | F (2,27 =324,0| F (027) = 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 (s.20) =7,646 | F (2,29 =7,223| F (2,25) = 32,02
p = 0,0004 p = 0,003 p <0,0001
amiloid- F (426 =10,65 | F (2.2¢ =16,19| F (2,2¢) = 178,5
p <0,0001 p <0,0001 |p<0,0001
Kvantifi- | Razina | ROI | F (417) =11,20 | F (2.17) =10,54| F (2,17) = 31,96
kacija -5,64 p = 0,0001 p = 0,001 p <0,0001
amiloida od ROl Il F (419 =3,00 | F (2,19 =3,00 | F (2,29) = 3,00
bregme p = 0,05 p =0,05 p =005
ROI 1 F (4,18) =2,157 | F (2,18) =8,520| F (2,18) =17,64
p=0,11 p = 0,002 p <0,0001
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Tablica 25. Nastavak.

Razina | ROI | F (418 =1,073 | F (2,19 =13,44| F (0,19) = 1,073
-6,84 p = 0,40 p=0,0003 |p=0,36
od ROl I F (4.18) =3,953 | F (2.19 =78,17| F (2,19) = 5,380
bregme p = 0,02 p <0,0001 p=0,01
ROl 11 F (4,18 =2,487 | F (2,19 =7,600| F (2,19) = 2,487
p =0,08 p = 0,004 p=0,11
Razina | ROI | F (s,18) =6,440 | F (2,19 =5,255| F (2,18) = 4,655
-8,04 p = 0,002 p=0,01 p =0,02
od ROI Il F (4189 =1,635 | F (2,19 =7,923| F (2,19 = 0,544
bregme p=0,20 p = 0,003 p=0,59
ROl 1 F (2,18 =4,947 | F (2,19 =5,946| F (2,19) = 7,938
p=0,01 p=0,01 p = 0,003

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

SR LQRNXODFLML WDX ROLJRPHUD L WDX ILEULOD X PHGLW
ovog LV W U D pdkazBliGshpigresiju L & L Lheugfibklarnin promjena u divljem tipu
Wistar & W D kbR WlDusporedive gromjenamalokumentiraim u tijeku napredovanjAD-a
X p R Y. NeHaddd brojnihnovih rezultatabio je nalazda je tri dana nakon inokulacije tau
oligomera u medijalndio entoriQDOQH PRAGWONBRRBPRAUX +7 SXRMHQWDL MH (
prisutnost inokuliranog tau proteina (HT7) u primarroj P R W RjU L pp¥imarroj
VR P DWR Vo PRR G DENR, I3 FNQRW H B/QnunirébktivnosK LVWRM YUHPHQVNR
XRpHQD L X dven¥ @ R@Ib&JHT Fimunoreaktivnosti neuronaimarnePRWRULpPpNH
L VRPDWRVHQ]RULpMNH MPHR FRIFHHNRUHSVR O X W aRsBseVLIXUQF
inokulirani tau proteinu neuronenucleus ruberS U Rigéttddgradnim aksonskim transportom,
] DWRMAWRR IJXUH GD WKUWQFPRLOWISIOUPpNLP SULMHQRVRP SUHN!
(pLML DIPBSRELQMX RG LVKRGLEAQLK QHXURQD X SULPDUQRI
PRAGDQRM3INRUL

S druge strane, XGXUL GD VH X QHXURQLPD SULPDUQH PRWRULPpTI
PRAGD@HAWBRNjR PRJOD GRND]DWL SULVXWQRVW WDX SURWLE
sintetski tau fibrili prisutni uneuronima retikularne jezgre mosta mogliXuQMX GRUL LVNOM
retrogradnim aksonskirtransportomNavedeni nalaz je noer SUHPD QDA&aLP VSR]QD
dosad nije opisan mnanstvenoliteraturi. Ipak, utom konteksturebaspomenuti da je jedno
QRYLMH L\N2X02D §adn®®@PIHDOR GD VH NRG PR G HWOpBsUdB®K RS D W L
amiloida Esmjer kretanja pato AN LKSW B X HL Q D praxhd ketiiddradmosint-hksonskom
transportu(318).

Tri dana nakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila, oko mjesta inokul&®iRPRUX $7
protutijelanijebilo XRpHQD IRVIRUL O Dx&ko D HAD 5 SATE RBQERDsko
protutijelo % XGXuL GD WDX ILEULOL WDX ROKIJRREUpDMHILE
okolnostimanisu fosforilirani na serinu199, serinu202 i treoninu 205 prisutnost AT8
LPXQRUHDNWLYQRVW LX B RMQH yYSOMHR BIR &/NHH FS UHRpRQVRAE) H
QR Y D p dr@dageén®g taproteinad W @& haRad inokulacije tau oligomera i tau fibrila.

Rezultatiovog L VW U D &\ LY NDR)pEREZA Xa inokulacija tau oligomera i tau fibrila
uzrokujepropagacijuneurofibrilarnih promjena imedijalnogentorinalnog korteks& W DN R U D
hipokampus, AW R MDBPGX WN®OUHWKRGQLP LVWUDALYDQMUilRdSt NRMD X
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perforantnog putdako je L V K R etférdvitdog puta lateralentorinalm korteks, u kasnijim
VWDGLMLPD ]DKYDUHQ MH PHGIBNMTIDRI) IAGRIGELGEID QL NR
]DKYDUISBIRVRWDQWQRJ SXWD MHGDQ RG WHPHOMG@LK SDWI
(321,322) rezutati Q D AIHMW U Dr@eLthva@u@idpoznaje da el U FBMMHR ORANLK SURP
HIHUHQWQLP QHXURDQDWRPVNLP SURMHNFLMDPD HQWRUL
XND]XMH QD VOLpQRBRVW V UD]YRMHP $'

Opisani rezultati taky HU X N D pXLM X @@dkElani W D X | L E Uizu@etndSiR2av L p X
& L U Hhahvprdmjenaau proteinaN D U D N W Hd ADWA¢ VHOPRJIJX GRNXPHQWLUDW
AT8 imunohistokemijskog prikazasSUL pHPXUWRP WHIQH Y U O R hippakenius RpDY D M
MRa MH JRGLQH OHOY\Q %DOO QD]YDR .$AndiztaLSRNDP
hipokampusad W D ploRd4dla je daastajanjgpatoloANLK S UiRpeMd @DUHQMH RYLVL
YUHPHQX VOLPQR PpIDRMIHNBR GNDRRDVX WR PHVyXoBtadkLPD RSL
(323). 8 QD&HP VH L fo¥fbdiaxga taD @@dkea na epitopu koji prepozné&s
protutijelo prvi put pojavilaX KLSRNDP S XV X rtakonMnioluladieMat Yiila Bakon
toga dokumentiralismo a L U th&y®&tiehe promjene na hipokampus suprotne hemisfere
Navedeni rezultati skladujes YHU RSLVDQLP VOLMHGRR BRBEMNDD X
NRMLPD VWDQLFH ,,, VORMD HQWRULQDOQRJ NRUWHNVD
hipokampalnoj formacij{127) Fosforilacija AT8 epitopaN D N RHilbl X Rvb H @E>sulrotne
SROXWNH YHOLNRJ PR]JBVWR) MOILXLYDQDL & Xa W CENUSHINMIR GQL P V
GD MH QDMY HaimojekBjeesteiQathQy korteksasmjerena premBAG (1344.38).

Ipsilateralno anterblSRVWHULRUQR ALUHQMH HQGRJH&U&E nAVD X DJ!
nastanak neufibrilarnin promjena u asocijacijskim projekcijskim neuronin(@24), dok
kontralateralnod L U EK@Meiha X NOM XpHQ RWVRW Q Y XURVKIRGLaAWH NRPLVX!
(325) 3 R M D p D Qriruratibdighghvprbmjenau korteksuipsilateralnei kontralateralne
polutke nakoninokulacije PHFa iz mozgyva osoba sAD-om u 5xFADtransgenp @ IPL&aH Y D
opisano je u studijVergarei suradnika(325) Ti rezultati XSXUXMX QDddBENOMNMXMB N
patoloANLK S U RWIMKH Q D R WWsl @ P HY IXaHRdeve Rvbstipojedinih SRGU XpMD
PRAaGDQH Ndblizhi @QésthiRokulacie SDWRORANL SULPLMHQMHQLK WD

lako pojedinaprethodno objavljena. VW U D & L W&lQoshisleQaS\RW Y UGLOD PR JIX U
ALUHQMD WDX ILE U230,826) i FHDyaXH BVMHU B DY Da@iaprongjénjed | D
tau fibrili ND R & D te@dRa€@ Ihogu bitiklica (sjeme,seed za daljnje poticanje iALUHQMH
LGHQWLpPQLK SURtRUIWhEMMertdQ SR G Q b KI LARADD RIR]dUBnatomski
povezana sjestom inokulacije u entorinalnom kortek3w je u skladu gednim SULMDMaQ ML P
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vivo LVWUDALYDQMHP NRMH VXJHULUD GD WDR &ILEUHQOMH P
QHXURILEULODUQLK SURPIBHO AQPHY M | RE WiDaHuL&jS LVDOD
JUXSH ,ED L VXUDGQLND QD WUDQ¥ R0 [pRPkoPLEMHP PR
LQRNXODFLMD VLQW hptkampls K D\R DD EEHRA® P ddakla promjene
endogenogau proteina njihovo daljnje &enje (spread of the se¢gchavedenhSDWRORA&NLK
promjenau GUXJD QHXURDQDWRPVNL SHEX)H|DNRGMEBEZGIdishMD PR]JIL
VNODGX V iBUttoMNAQMBRLYDQMLPD NRMD SRNQRYNDIIEROV VL W |
pretvorbuendogenodau proteinau fibrilarne agregat€192,248,327) SULWRP UD]JOLpLWL
SRJUHAQR VPRWDQLK W DtXu ®itdfkag-kad) DdiowrbrXjeajenthGR iR

izooblika tau proteinaL PDMX UD]OLpLWD ELR NH®ikiMjMOvdsposoRids WY D R
promjene konformacije endogenih tau proteinaWaD NRYBHU]LQD AaLUHQMD QHXU
promjenaX UD]J]OLpLWLP SULPDUQLP L VHNXQGDUQLP WDXRSDWL
progresivnoj supranuklearnoj kljenuti, korikazalnoj degeneraciji i drugin(@28). 7DNRyH U
unailQRYLMH YULMHPH VX RSLVDQL UD]OLpLWRYGIHHNBORYL VU
PRAHDSRpHWL atofibHIghH pranféna globus pallidus capsula interna
Bergmannova glija u malom mozguntermedijarna/magnocelularna zona retikularne
IRUPDFLMH GRU]DOQD UDSKH MH]JUD DPLJ&DBeReDod ED]DOC

navedenih promjena nisu se negizualizirati AT8 protutijelom(329)

Zanimljivo, u QDaAHP MH LV WipbRairipiysD @ Bhxorinalnonkorteksu a&WDNRUD
LQRNXOLUDQLK WDX ROLJRPHULPD L WDX ILEEHI&®QATBD RG pH
imunoreaktivnosta usporednosu s time vizualizacijominkluzija pozitivnih na bojenje po
GallyasuQMLKRY EURM L WRGQkadakop mevaibtilarninpromjenau AD-
u,gdeMH UDQH SURPMHQH X VWDGLMX PRJXUH SULND]DWL LV
(a tau inkluzije se ne mogu vizualizirati metodama impregnacije otopinom srebrova nitrata),
dok se s napredovanjem bolestv¥ 81 YLaAH L EROMH Q Bdgd GadafizitatiSUR P M H
PHWRGDPD LPSUHJQDFLMH VUHEURP D X SRVOMHGQMHP
raspada epitopa, AT8 imunoreaktivnost nest@8)330)

Za stupnjevanjeS DW R O R & N Ltiu Srot&ra NI R QD& \stit{aBraslikidi suradnika
prema kopj se stupnjevi ocjenjujina temelju kombinacijenalazahiperfosforiliranogtau
proteina(AT8) i Gallyaspozitivnih inkluzija: 1) rani NFT (samo AT&munoreaktivnogt 2)
SRpHWDN 1)mundgeaktivnosti slabe Gallyas pozitivne inkluzije), 3) NFT (AT8
imunoreaktivnosti Gallyas pozitvne LQNO X]LMH UDQL LI]saba@VaND QL p QL
imunoreaktivnostt Y H U L @GalyRd\ozitivnih inkluzija LIYDQVWDOQ4gh® L VQRS
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Gallyas reakcija i manji broj Gallyaspozitivnih inkluzija uz potpuni nestanak AT8
imunoreaktivnos)i (330).

Rezultati Q DAHMW U D ALY D Q M D, grerhbB{upgelvimaxazsifka Redrofibrilarnih
promjena u ABX X pRYMHND N R MBtaak/iXu@dhidiGRGEHIDLQD LQNOX]LM
hipokampalnoj regi i medijalnom entorinalnom kortekstB WD NoRHWDLUL PMHVHFD C
inokulacije tau fibrila odgovarala 2. stuprnpuomjena a nakon osam i jedanaest mjeseci 4.
stupnju SDW R O R & N L Ra @uiiripdt&LQiIDila, nakon inokulacije tau oligomera u CA1
i CA3 polju hipokampusaQLV X XRpHQH S D WR&EOd® dshibg SrijeBeBadl&is) H
odgovarale VW X S Q Mavede@nrpzQIfatima, studijiClavaguere suradnika pokazala
MH GD LQRNXODFLMD HNVWUDNWD PR]JD L] PRadgroremaV SRYH
(P301S) unetransgenp QP LAD GRYRGL GR BrAKpDALIND MKkiziid(@akdhD V
aAaHVW L GY D Q28)VvAD NPRgBBbldmtloflavinom 6 X R [sHzgeli neurofibrilarni
VQRSLUL X &% SROMX KLSRNDPSXVD L RAMWILIVEMINROPL HLGQNDR U
SRYHUDOD VWD UH Q NMedurtataVL (Y IRBIOQ btudliji &M Rurktikikal kojoj je
pokazano danokulacija tau fibrila pot pdtvaranje tioflavin S inkluzijapLBeDNROLpPLQD
SRYHUDYD WLMEMRP YUHPHQD

8VSRUHYXMXUL ALYRWLQMH LQRNXYRWRLQW D®PDXLRE NXRORH
ILEULOLPD SULPLMHUHQR MH GD VH DWRROR & NQEKEIBIFGERWHDQ
GDOHNR EUAH NRG AaLYRWLQMD LQRNXOLUDQLK WDBX ILEULO
QDNRQ pHWpokazivalé&EH. W HdEidvilifanogtau proteing AT8+), koje je odgovarto
stadiju VI premaHurtadui suradnicima G RN V X anokUR&é @Wokigomerima toj
dobi bile u stadiju I/ll, nakon osam mjesedostigle patologiju koja odgovara stadiju Ill, te
VWDGLMX ,9 QDNRQ P M Kosfotifrano@aUp DidiQ{RT8H U &VB (BNRKE U X p M D
PR]JD GRJDYD VH rakowihdkula&jdtalMibrifadistupanj Vb, XRpHQH SURPMHC
koje nastaju u hipokampusu i entorinalnom korteksu su 2. stupnja premal Bsaa&dnicina
(316) RGQRVQR RGJR YiadtaaMalFBER gaHsMbNeX pozitivnim inkluzijama

pozitivhima na histokemijsko bojanje po Gallyasu

.DR @8WR MH YHU Q®WIHGWHHIFRH @D NXRROnedrBfibrifidchid pramjentd Q M H Mt
X QDaHP PR epdriE DENReFNBSRWUHEQR MHGDQDHVW PMHVHFL
S R G Udziya 2 W D.NPRIdjEéne kojesu nastaleu hipokampusu i entorinalnom korteksu
mogle su seX R pékwidkon osmog mjesecadrubo su odgovarake stupnju prema Braak
suradnicima(316). 1D WHPHOMX GRELY H QiLsko UGH] XNDHW DIV [E U] HN @ MDD . L
AHOMHQLK SURRGHQODEBODILHQMH ataw ptaein®dS RFRPVRARZ LO L U D C
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protutijela X & W Drdlrledija tau fibrilajer GR aL préfrgeNbbolazi YHRQXWDU pHWLI
mjesecaod inokulacije promjene 2.stupnja prema Braak i suradnicimy Rezultati

i VW U DadaudaDsQritinikaQ D G LY O M H PpdkdzalidsutalirdreicérBbralna inokulacija
YHOLNH NROLpPLQH W Dnozhh Bpitandk®aS-ohR dilng isih@tskih tai fibrila,

W D N Rgvddy do stvaranjaS D W R O R & N L Kau SpubReiRd Ha@albmski  povezanim

SRGU Xipd2dgaBB1l) 8 GDOMQMHPW.IVNRYBAL WDHOSiEXANR [dd @ R JG D

tau proteinazaava neurofibrilarnepromjene kao injihovo & L U K2Q8Yl Ravedenirezultati
nedvosmislenoX S X i X NIXN@ D/ DX 1D L Q G X Mé&udilbxilatnit@pkdchietan H
GLYOMHP WLSX P LN R CSiRvkG i dyGatiprteinaf332)

Western blot metodomokazali smala nokulacija tau oligomera nije utjecala na ontgar
proteinafosforiliranog naserinu 199serinu 202 i treoninu 205 (AT@otutijelo) i ukupnogtau
proteina (Tau5 protutijelo) u homogenatima hipokampusa i entorinalnog kortéR&star
AWDNRUD G R kaudrbteidd\pvogblttdnalilibohistokemijsRiRPRUX $7 SURWXWL
ELOD SRYRHEDOQDRFARAIPMD MH rhkeDdédwahje\sRA na konformaciju
PROHNXOD &a4WR GRYRGL GR JXELWND REOLND HSLWRSD L U

Inokulacija tau fibrila utjecala je na omjer fosforiliranog i ukupriag proteinaAT8 u
hipokampusud W D NaRds edanaest jeseci, dok promjene u entorinalnom korteksu nisu
XRpHQHNeselRRORW PHWRGRP QLVX XRpHQH VWDWLVWLpPpNH S
tau proteina ukupnogtau protecinaX HQWRULQDOQRP NRUWHNVX LPXQRK
fosforilacija AT8 epitopas RED SREQUXKHYIMVDYUHPHQVRDRRNVNRPNMRDXRPpHQ!
je inokulacija tau fibrilaX & W Ditiééald ba omjerau proteindosforiliranog na serinu 396 i
serinu 404 épitopPHF1)i ukupnogtau proteinas hipokampusu nakon jedanaest mjeseci, dok
SURPMHQH X HQWRULQDOQRP NRUWHNVX QLVX XRpHQH %X
tau fibrila SDW R OR &N HdgouaRPWW R G L M Xs®],D PEBINK pLWL GDaMH IRVIF
proteinana tim epitopinarelatvno NDVQL GRJDYDM aWR MH X VNODGX V (
kojima je pokazano dae fosforilacija tau proteinana epitopu serina 396 R J B3gnib u
Braalovim stadijimaV i VI (333). ZanimLYR MH GD MH DQDOL]D X LVWRM YUF}
SRYLAHQ RPMHU (ARY) RukupbogtalD @&elna GRN MH MHGQR QDaH ¢
L VW U Dpokaz8ldBNRHY L &aliiqu XosforilacijeepitopaSer396 i Ser202/Thr205asoba s
MCI S UHG O D a X U got&vB pavelRIM¢ Dadfbdtildcijetih epitopa(80) 8 LVWUDALYDQ
Neddena i suradnika pokazano je da kvantifikacijatau proteinaS R P RATX protutijela
VWDWLVWLpPpNL SRYLAHQD X % U DUDHN] X¥OWDBW R R & YR JaAWRV MBIax
MH SRND]DQD SRYLAHQD Uppol¢itaDd hipgkamRusl el dpifoguRAT8\WID X
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mjeseci nakon inokulacije tau fibri{@34) ,VWUDALYDQMH UDYHQR QD WUDQV.
eksprimirajutau protein p R'Y MuHmEDijalnom entorinalnom korteksu pokazalo je da je

SRY HUD Q M Htatl piatenddstariliMridg na Ser396/Thr4014 i Ser202 mjergviestern

EORW PHWRGRP XRpHQR X GREL WHN RGX QPMHFPHAMW GI/R. P
QLVX XRpHPNLVVODWDWWH SURPMHQH X IRVIRULCGBPRMKX SUR
CP13protutijeld u entorinalnom korteksu i hipokampusu, te Ser396/Thr4(BLR P RPHK1

protutijeld u entorinalnom korteks208) 3SRMHGLQD RSWWXOMX YLDQilfdBide R S U H p C
fosforilacije, npr. da kasna foforilacija tau proteina nastaje na epitopima
Serl199/Ser202/Thr205 i Ser396/4(®) ili pak daje fosforilacijatau proteinana epitopima
Ser396/404(112) i Ser199/Ser202/Thr20%113) MHGDQ RG QDMUD@ekMLK GRJ

patogeezeAD-a.

Stereotaksijska inokulacija tau fibrila i tau oligomeba &W Di2aR/&ID je pojavu
konformacijski promijenjenogau proteina 8WR MH S URF LM Qrdutj€dkadgrR P R U X
VH YL]XDOL]JLUD NRQIRUPDFLMVND SU Rrbtéind @eDmikroMbulel i RM G
(epitop se nalazi B RGUKXJAMHY X DPN QD SR]JLFLML FammjNo@ D SRI]LF
da je nakon inokulacije tau oligomeimunoreaktivnost naMC1l epitou X R [aH Qu
hipokampusu i entorinalnom korteksuW D priie EoBforilacijetau proteinana epitopu AT38
awR MH Xlitstdtuonm@odaitma koji pokazuju da tau oligomeri dovode do stvaranja
SRYLAHQH UD]LQH DauproteindB3RIERR) tdrdakonfdirbacijska promjentau
proteinaprethodi stvaranju parnibzvojitih filameraeta (337) L MHGQD MH RG UDQLMLY

promjenatau proteinau tijeku AD-a.

Druga JODYQD QHXURSDWRORANMDOPHPWRORINKM DUA SIX@ X MR
prisutnostje amiloidnih plakova. Nakupljanje amiloid&u hipokampalnoj formacijimozga
Wistar A WDNRUD XR pH @oRaviidin & RAGEp@tiePmna amiloidp HWLUL L RVDF
mjeseci nakonnokulacije tau fibrila, tetioflavinom 6 QDNRQ MHGDQDHVW PMHVH
SURPMHQH SURQDYVHQH VX QHXURILEULODUOQridmaRiRBMHQH N
i suradnicima(316). U entorinalnom korteksud W D NakWup[anje amiloidaE XRpHQR MH
tioflavinom S i 4G8protutijelomna amiloid p H Whjekelcanakoninokulacije tau fibrila, te
tioflavinom S osam i jedanaest mjesemd inokulacije tau fibrila 8] XRpHQH SURPMFE
SURQDYHQH VX QHXURILE&g®WdDaju@Hi & Wtiaghjpkem@ad Briddk M H
suradnicima316)

Nakon primjene tau oligomera QD&LK HNVSHULPHQ Wlai@uski sl Y RW L C

SR P RigfvinaSi 4GB SURWXWLMHOD XR p H&kand3ahlgjdsecc @AMEBS ODNRY
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tioflavinom S nakon gdanaest mjeseci. @ntorinalnom korteksunakupljanje amiloidaE

X R p H QiBflaMgm S nakonosammjeseci, tetioflavinom S i 4G8 protutijelom nakon

jedanaest mjesedstodobno s navedenim promjenarieR p HuQeurofibrilarne promjene u
hipokampusu entorinalnom korteksu koje odgovaraju 4. stugmema Braaku i suradnicima
Podudarnost razvoja plakovaeurofibrilarninpromjenadetektiranih tioflavinom %1 dobi od

osam i jedanaest mjesegkazujeda amiloid EPRaH XWMHFDWL QD MéflXDUDQMH |
S pozitivnih neurofibrilarnih promjenaZanimljivo je da suamiloidni plakovi detektirani u
hipokampalnoj formaciji i entorinalnom kortek & W D Ntieflandnom S i 4G8protutijelom
YHPHWLUL rakbH \pkhijddetau oligomera, dok neurofibrilarne promjene ATS8
protutijelomu istoj viemenskoj W R p NrlisuMile @risutne Modificirana hipotezaamiloidne
NDVNDGH SUHWSRVWDYOMD Q®@lijoweysahtildida @ R BzrSKRjY Wp@alHiQ H U D] L
RGJRYRU L RaW hislijed@B\NRL HOAHEKILCRVID RetdndnB BiRskelhpmBostaze,

te promjenastodobno dovode i dpromijenjeneaktivnostikinaza koje regulirajdosforilaciju

tau proteinai nastanak neurofibrilarnin promjer{838,339) Mnogaobjavliena LVWUDALYDQM
SRNXaDSRY WPOWL VWYDUDQMH L RHijtauU\pRtEiQa tatupdtijigniraD M D P L (
Takoje LVWUD®IDY DIMH. GLY OMH PB28) hdka¢zaledassd anbloidni plakovi

potrebni za poticanje sijanfau proteinaL X EU]D Y D (VDWW & IO RHQINM & Bdieit® M H Q D
dok su L VW U D@dphadjendinDvitro (340) i na in silico modelima(341) pokazala da je
PHYXVREQD LQWH U Dt prdteihgdireBnd kaGubrzénjelsamoagregacijejoba

proteina U jednom drugomL VW U D &L Y D Qaévtl siBuR &hbr zQijle AD-a, SDWRORAENH
promjene tau proteineminimalnim odlaganjenili bez minimalnog odlaganja amiloida.a>
RIUDQOPHRAWRULQDOQL NRUWHNYV L K&B5RNRDRINUKGCRINR 8 RIIY
proteinadolazi u kasnijimstadiimaND GD VH X] ShalzB préstoiid bNgikde Kakupine

$ -a(342)

PojavaV Q L & H Q 1A Ba ka] atfilike 50%u likvoru biomarkerie SRpHW Q LAD-Y WD GLMELC
8 RYRP LVWUDALYDQMX PaviEhiiihk@aviHi RV D ibRh@iHe Déhtl MRast&
razineamiloida k42 RG pHWYUWRJ GR MHGDQDHVWRJ PMHVHFD QD
Suprotno tomenakon inokulacije tau fibrilalolazi do pada razinamiloida E-42 u likvoru
AWDN]RPUHD XLpHWYUWRJ L RxaBR S RPMBANMHE-DL]PHY X RVPRJ L M
mjesecaDobiveni rezultati mogu se objasniti prethodniW U Dein.QYD @®3 WUDQVIHQLPp
P L & H YkbjP je pokazalaa u vrijemeS R Y H i@IQdJRFjaA Ea u mozgu, razinamiloida
42 u likvoru padaju, dok nakooblikovanja zreliramiloidnih plakova dolazi do pasta razine

(20-30%) A E42u likvoru (343)
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8 LGHDOQRP VOXpDMX &laYtRNdlL @ MepiNitati M& Gar® lglatia
QHXURSDWRORAND RHIPOKQHAMDRGHWHO HEYDQWQLRadINRJIQLW
ustanovljavanja nastalih kognitivhgromjenanakon inokulacije tau oligomera i tau fibrila u
medijalni entorinalni korteksaL Y RW L Q M H \bate§iReGtdt/al JaQsxitivahje promjena u
XpHQMXH @EW®RIL SRQDaADQMX

Rezultati Flabirint testa pokazuju da inokulacija tau fibrila i tau oligomera u medijalni
entorinalni korteksa WD QRIUDWLYQR XWMHpH QD UDGQR SURVWRUQR
tau fibrila X AW DSNRRMDQXMX GD QDNRQ b HWLDWD QI BRY E B B DERVCDD LD C
SURVWRUQRJ SDPUHQMD 6 GUXJH VWUDQH [LQURINXHOD BIDVOO
koJQLWLYQL GHILFLW RGQRVQR QDUX&aDYDQMH URGQRJ SU
nakon osam odnosno pri mjerenju nakojedanaest mjeseci8 SULMDA&AQMLP LVWUDSA
SRND]DQR MH G Babidrintv Rskazu{d MritodXiu Bklonost mijenjaju odabiilinog
kraka(297) Pritomkoriste UDGQR SDPUHQMH WM RGJRYRU QD VYDNL
prethodnom(298) 1DYHGHQD SULURGQD VNORQRVW ®IOVRMU Q@A NI
LVWUDALYDQMHP VYRMHJ RNUXAHQMD L SURQ\e@&aldkD UHVX
kognitivhog deficitaX & W pNRAUDJ L PMHVHFD QDNRQ LQRNXODFLMH WL
izostankomfosforiliracije tau proteing AT8 imunoreaktivnostj u hipokampusw navedenoj
YUHPHQVN®MQWREKEDYDQMH UDGQRJ SURVWRUQRJ SDPUHQM
YMHURMDWOQR MH sX $tvdRgnerk GalRRagkjdla) Bsforilacije AT8 epitopau

hipokampusu.

NDUXaAaDYDQMH UDGQRJ SURWVIMNRRIMR I raimHivekGRDi[e tau
ILEULOD PR & Hcallyds RdzikivBind pjaiem i AT& PXQRUHD NNRIMYDQ R Bl XR p H Q
u hipokampusu i retrosplenijalnom korteksMasuprot tome,jedanaestmjeseci akon
LQRNXODFLMH ALYRWLQMH V NRJQLW L po@itivRe &RcfirdfilHei HQ M H P
promjene i AT8 imunoreaktivhost samo u CA3 polju hipokampugéaOL L WR MH ]JERJ SR
WULVLQDSWLPpNRJ SXWD GRYROMQBRog&n@d2aotat/ BQ RHNX MRJIQDW
] D N O Md4 @ bidnos tau fosforilacijekoju prepoznajeprotutijelo AT8 u CA1l polju
hipokampusa iISRUHPHUDM X SURYV tételdtir@nRARbI8M R&tehQ Msporediv s
SUHWKRGQLP LVWUDALYDQMLPD NRMD SRND]XMX GD LQDN
XJURNXMH MDNR RaAaWHUIHQMH (344,BA8)WRBIQRHIQU DLEHIR O V8 D WiLH\@
X VNODGX V SUHWKRGQLP LVWUDALYDQMLPD aNgrsicile SRND]X
povezano s disfunkcijom hipokampu&£9,300) 2VREH V R Aipokainpu@ayliidkao
SRVOMHGLFD NOLQLpPpNRJ VWDQMD NDdak EWRHRHMWV NR D R AW H
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mozga imaju problema s prostornom orijentacij@d6) Dobiveni rezultatiukazujuda je
nakupljanje neurofibrilaih promjena X NRUHODFLML V R]JELOMQRA&UX NRJ
RSUHQLWR VH VODax VvV SUWUBSWKRGQLP LVWUDALYDQMLPD

Utjecaj inokulacieWDX ILEULOD L WDX ROLJRP WD NDRMDWRDBRHDR MG
WHVWRP SUHSR]QDYDQMD QRYRJ REMHNWD NRML VH WHP
SURYRGL YLA4H YUHPHQD BUAVBDOXMPUILVORNLA REDMMHWIV SRN I
SUHSR]IQDYDQMD QRYRJ REMHNWD RPRJXUXMidolgyISKMHaQR L\
PHKDQL]DPD XNOMXpHQLK X VWY 034D328t¢da@hspenizhtdnd/ L Y QR J
LID]YDQD R&AWH i HQRMAKDRRINBIBE KW M X p X M X intedijalRégW H i H Q M
dijela entorinalneP R & G D Q HiowdRe Wbkslabijeg procesiraja prostornih informacija u
NORT-u (351). Dobiveni ezultati pokazalisudajSURPMHQD X GXJRURWORR WD P (
QDVWDOD VDPR pHWLUL PMHVHFD QDNR Qe [3Q R R YWQ D MHM 1 LV
razlikovale novi objekt od poznatag. SRND]J]DOH VX J]QDWQR QLAaL GLVNULPL
nakontrole Usporedno s kognitivhim deficitom, inokulacija tau oligsenelovodi do pojave
IRVIRULODFLMH WDX SURWHLQD SURP D pétifiDaom Bdrt&kBUj X $7 L
AWR MH XLVWODAXKYWQMHP QD PLAHYLPD X NRMHP MH SRND]
REMHNWD YDADQ SHULULQDQRLYNRQW HQIM XNiROMI L L SWUR. P D WSARWWH
L ADOMH LK X3®) SRMWDPISMY X NRMRM MH QDSUDYOMHQD OH]L
(353) poND]DOD MH GD GROD]L GR SRJRUADQMD GXJRURPQRJ
NORT-u (354).

,QRNXODFLMD WDX ILEULOD QLMH LPEREWD NKRUWNeHTBDM QD ¢!
LVWUDALYDQRM Y UREPLHPWONRMHWROOWDRWL SRGEXGEDOQLY R M-
LasagnaReevea i suradnika u kojem je pokazano da nakon inokutat@y oligomera u
hipokampus divljeg tip£57BL/6 PLAD ALYRWLQMH Q LV R PRI QHE MUDNWLRE
YLYHQRJ RlEmnkiiddfaDau fibrila X R Shijéi utjecala na izvedbu u NORT (259).

Dobiveni rezultati u ovonL V W U D gokaz ijuQdimhakon inokulacije tau oligomera& AW DNR U D
QLMH GRAOR GR NRY QNDWMQRP GGHUHPHWBNLP WRpNDPD 60l
LasagaReeves i suradnika pokazalo je da jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau oligomera

ne dolazi do kognitivnog deficita mjerenog u NORT254) Zanimljivo da su LasagAaeeves

L VXUDGQLFL WibokuRagijdtau Higdmiea L hipdkampus divijeg tig&7BL/6 P L a D
neuzrokuje nastanakognitivnog deficitanakon jedanaest mjese@kosu XRpHQH 7LRIODY L¢
i Gallyas pozitivne inkluzije te AT8 imunoreaktivnd@54) NDR daWR MH WR ELR VOX
L VW U D &bk, SuQradngobivenimrezultatimaX RY R P \anjiMdtalstutija pokazala je
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da se jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibrila AT8 imunoreaktivnost javlja samo oko
mjesta inokulacije,L] pHJD MH HB KbolainX ptkQar proteinaQH PRaH XJURNRYD
a L U K254 Blobivenirezultatiu Q D & H P W U D pdkazBliQuvidé imunoreaktivnost nije
RVWDOD VDPR X SR ®kupikl X HRIN RHP@DURWPD DO D S RGUDN\RMDDP R
QDSRVH PRaG R@usNd®K p¢ imunoreaktivnost na tau protédrR Y MostdldD
RIJUDQL e @Q®WNXODFLMH a8WR SRWYUYyXMH GD VX QDVWDOEG
porijekla anedio inokuliranogtauproteinap RY MHN D

Nadalje, W D N R yLHAW Wl Btjg¢hjQinokulacije tau fibrila i tau oligomera na prostorno
SDPUHQWHeR&EVUXNWXUH PR]IDVIN B NMXR HNM T Exxlikup M H
RG VWUXN #éniK U NORN3IBB) Bpbiveni rezultati pokazalksu deficit u prostornom
S D P U HHQ\MDXOERNWDjeseci nakon inokulacije tau oligomera i tau fip@l VR MH X VNODG
SDWRORANLP t8UBRPRWHHLBPDDNCALY OA3HQIU RipokampusadJ) kasnijim
WRpPNDPD LVWWRVELYMAMPLEX SRND]DOH ORALMX L]YHGEX X
ALYRWLQMD SIHRBRWHN@DDN XN S UR VW &W QR RIRH/BIDWPLI HOWHY HFED G
LOQRNXODFLMD WDX ROLJR izbstaikonPfBstorlaciieHATR Epiteps Q L W L
hipokampusu imedijalnon entorinalnom korteksu. Rezultati su u skladu s literaturnim
podatcima kojiSRWYUyXMX GD MH KLSRNDPSXV SRWUHEDQ ]D NRC
nove lokacije objekt#308,355,356)da je osjetljiv na manipulacigorzalnog R G U XAM D
polja hipokampus&357)te daaWDNRUL V OH]JLMRP PHGLMDOQABR&AHOGWRUL
izvedbu u NOLFu (351)

8 VYUKNX aNurRktdtiraGjdpotencijalnogmodela ADa ELOR QDP MHMDAIRNRYH
ispitati lokomotorru aktivnost UL]JLh@ W UDALY D p.NJRu |8 BvEh Dpdidv el dvh Hilest
otvorenog polja. Lokomotorna aktivno&W D EROD MH OR&LMD pHWLUL PMHVH
WDX ILEULOD WH pHWLUL L RVDP PMHVHFL QDNRQ LQRNXC
LQRNXODFLMH WDX ILEULOX DOMNRWIRQAIRIVWX LSBRDHDIOR P Q
1LMH SURQDYV ldk3fdoratddd® ERQ DGR WEQMOI R UH]XOWDWLPD G
RYRP LVWUdldd YWDWMXALYDQMH UDYHQR jedB irfdkufakij ta®D SRNC
oligomera u dorzalni hipokampu® H XWMHpH QW XSO Kd K NV W UBS8L. YDQMD RN

Stupanj kognitivnogdeficitau AD-u WDNRYyHU MH LJUDYQR RoubiklDQ L SU|
sinapsi(317). Ulogatau proteinaitomprocesu nigM Ra SUXWIY]WQRIYQENWQIDALYD QM
nain vivo modelimapokazah suveliku Y D & QaR Yrdfeind359) Rezultati dobiveni u ovom
LVWUDALYD QOWRY ISJFONIRXWXNRJIQ EWDHK®IDKY ROWENH® MDRPMHQ
proteinanakon inokulacije olja oblikatau proteinalako inokulirani tau oligomeri i tau fibrili
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nisu bili fosforilirani, meéhnanizmomsijanja uzrokovali sustvaranje tau agregatZ EMDaQMHQMH
WRJD IHQRPHQD OHAL ayredmlti Qridgd Qdst ink@ddrasdinXnormalnog
nefosforiliranogtau proteinakoji zatim prolazi kroz konformacijsku promjenu i postaje
fosforiliran. Takav fosforiliranitau proteinPRaH VH DNXPXOLUDWL XQXWDU Ql
degeneraciju aksona i gubitaknapsi aWR PRAaH UH]XOWLUDWL JXELWNRP ¢
R & W H U KaRdwbise moglo procijenitilaze liinokulirani tau oligomeri i tau fibrili u sinapse

i QD WDM QD pX\W MIH] bjtov@Idegeneraciju i prestanak funkcieLVWUDAHQ M
SUHVLQDSWLpPNL S (BBON RezuQatiVsu Qakszalikldkalizciju u CA3 polu
hipokampusada WD NRRAD® L MHGDQDHVW PMHVHFL QDNRQ LQRNXO
jedanaest mjeseci nakon inokulacije tau fibriasu koreliralis nastalim deficitom u radnom
SURVWRUQRPAVEDRNEBOQMXH UH]XOWDWH SRND]Bé&®raVH LVWU
suradnika X PLjaDMH L X WRP LARYHREL vbd QiybXera na smanjenje
SUHVLQDSW L pdgtiviixdéfsiRmieten NORTom; PHYXWLIP UD]JOLNX RG QD
LVWUD atie¥aMQWD X |LE U L@89) Q VMWHJ BNeipelERPoMddro i suradnikaa

KWDX WUDQVJHQLpQLP PLAHYLPD GLIDMQLUDQLP GD HNVSUI
pokazalo je da nakupljanje i agregacijih tau izooblika uzrokuje najprieVLQDSWLPNX
GLVIXQNFLMX D SRVOMHGLpPQR L V Y HteHRHIBH PuldriRi®@JIJRYDUD
VOLPRURWKRGQLP LVWUDALYDQMLPD SRND]JDQR MH GD GH.
SRJUHAaQR prardnw/(@rlbaidni plakovi, NFT)e dakorelira s stupnjem kognitivnih

deficita (360,362) 8 LVWUDALYDQWMXDQWIBQLOQRP ,hshiyarhB iPRGHO
suradniciutvrdili su gubitak hipokampalnih sinapsali su uR p L @aLse disfunkcijanekih

sinapsi pojavila iprije oblikovanja prvihNFT-a aWR XNPJYXMNMPHGDM IXQNFLMH V
P R & H rénia Ykljedicarisutnosti patogenibblikatau proteind363)

=ELUQL SULND] |1QDpDMQLK UD]JOLND L]IPMHUHQLK SDUDPH
fibrila X & W phNkRZdrDje uTablici 26. Sveukupno,QD AN W U D IDYIBOPMB YD YDaQH
LVWUDSLYHWRNMDp QLK PHKIM@W D P Bl RietitdXD QHWUDQVJIHQLpC
animalnom modelu 9HOLNL SUREOHP SDWRWLUDRDRRAQMKD-#HKDQL]
SUHGVWDYOMD PRGHOLUDQMH EROHVWL X HNVSHULPHQWD
S D W R O R a NH pRU,RiddaHdovelikihn SRW H aN B RIN XéDSiadle dobivenih
UH]XOWDWD L] QHNOL QL plravaje podljetaQ ¥ D IR N O L Q MHNL F
YL4AH RG JRGLQD QLMH UHJLVWULUDQ QLWL MHGDQ QRYL
AD-a.
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9HULGRVDGR¥QNIIDALYDEMEDQD WUDQVJIHQLpPpQLP PLAMLP F
temelje namutacijama pojedinihgna koj dovode do obiteljskog oblikaD-a L pHVWR SRND]XI
progresivanP R W R UHLQ R Wpré&izrékies R W ld ko Bolazivanja utjecaja na kogniciju
(264) 7TDNRYHU MH X PpAgRLAP RVGHD@QIWRIM GIUIR EMERAMDIWERQRiIH XVSRU
vremenski tijek agregaci& RJUH&a QR VP R Wdegehdtads beRkrdnesd QPRUDGLPQLP
(sekundarnimjauopatijamaRazlog tomu su funkcijsk€) D]OLNH L]PH ytdu@Grat¥i@aM HJ WL
i mutiranog oblikatau proteinakoje GRYRGH GR ]QD pDAWS@RIQKD AMQPO®IIXN DQ D Y H ¢
PROHNXOD NDG VH X V&dhahizmthvnedeta8364) tduopatijablR Y M3 D

SSUMHPDYD Q@R W RORBERM Bt&GotdifaY D BQ® JM H ciy FaUda®] MV N L
E X G Xijekoa kojiPD H VH SRNXA&aDW L \PRUGIN&igERMBI66edhad N L
je RG EURMQLK PRJXiUQRRKWMW.UQQWWM UDMHUAHERWIRIORAMM LK SURP
imuncsnomterapijomprotutijelima QD L]Y D QtsWpmt@in3sQ.L
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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 4 W D N Rdod@su na kontrolnu skupinu

Legendh oznaka:A 3nemaSURPMHGRJIRUEDQMH L]YHGE A D#B@sDU BY D QM X
A 3prisutnost imunoreaktivnostt* mjereno u hipokampusd;mjereno u entorinalnom korteksu;
NORT, test prepoznavanja novog objekta; NOLT, test prepoznavanja nove lokacije objekta; OFT, test
otvorenog polja; HC, hipokampus; MEC, medijalni entorinalni kort&s, entorinalni kortekSCSF,
likvor; WB, Western blot.
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7. =$./-8¢l

1. 5SH]XOWDWL LVWUDALYDQMD SRND]DOL VX GD VX QDNRQ
PHGLMDOQL GLR HQWRULQDOQH PRAGDQH NRUH QDVWDOI
AWDNRUD GLYOMHJ WLSD NRMH proxjexans R pragedsiiolt V. NR
neurofibrilarne degeneracije kakve su opisane u tijeki BDX pRYMHND

X 5DGQR SURVWRUQR SDPUHQMH QDUX&HQR MH LQRNX
Rezultati ukazuju na povezanost stvaranja neurofibrilarnin  promjena u
hipokampusuv QDVWDOLP SRUHPHUDMHP X SURVWRUQRP U
NRORNDOL]DFLMD SUHVLQDSWLpPpNRJ SURWHLQD VLQI
KLSRNDPSXVD QDNRQ LQRNXODFLMH WDX ROLJRPHU
nastalim deficitom u radnom RVWRUQRP SDPUHQMX

X 3URPMHQH X VWXSQMX GXJRURPQRJ SDPUHQMD QDVW
tau oligomera javile su se otprilike u isto vrijeme kad i imunoreaktivnost na AT8
SURWXWLMHOR X SHULULQDOQRP jerfelotpijd povnata7 R MH
YDaQD XORJD SHULULQWRMDHR MRIAKBIDEHS NIRMIH REMHN W I

X 'R GHILFLWD SURVWRUQRJ SDPUHQMD GROD]JL LQRNXC
MH QDOD] ELR X VNODGX V XWYUYyHQLP QHXURILEUL
dijelu mozga NRSKRGQRP |]D NRGLUDQMH NRQVROLGDFLMX
objekta.

X IRNRPRWRUQD DNWLYQRVW ELOD MH QDUXaHQD QU
ROLJRPHUD 1DNRQ LQRNXODFLMH WDX ILEULOD ALY
DQNVLR]QRJ SRQDADQMD L SRYHUDQ VWXSDQM UL]LpC

2. 8BWYUYHQR MH aLUHQM HbrNg EriXdaRaOrnakdr RridkulBcij& uWwhBdialmi
HQWRULQDOQL N RUWHNMWNBAWONBULRDVXWQRVW IRVIRULODF
X 8RPHQR MH aLUHQMH L QR projeRdijaiia QdrubnsVénidriral@dgJ R P H U
korteksaX SULPDUQX PRWRULMNXVH Q] RWPIDHNXXP\RRBID Q X NF
AaLUHQMH WDXRR B Q RrR&kLIMa crvene jezgrauycleus rubex, no
zbog prisutnosti inokuliranog tau oligomera u neuranprimarne PRWRULPNH L
VRPDWRVHQ]RULpNH PRAGDQH NRUH QLMHQREAIDR PF
ustanoviti jesu li se inokulirani tau proteini u neuramgcleus ruberSUR&LULOL
retrogradnim aksonskim transportopgr VX WDPR PRJOL VWLUOL WUD
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SULMHQRVRP SUHNR NRUWLNRUREBPO@WRE RE& DINWB C
neuronaup®P DUQRM PRWRULPpNRM L VRPDWRVHQ]JRULpPNRM

X ,QRNXOLUDQL WD X newéne rédikulaéne d2gr&/ iFhosta u koje su
najvjerojatnije stigli retrogradnim aksonskitransportom ] D W Rnijé \lbRazana
QMLKRYD SULVXWQRVW ¥ USUPLDADQRM M RFPPFOMARIVLH QRN LL
NRUL 3UHPD QD&aLP VSR]QDMDPD RYDNDY QDOD] Q
literaturi.

X IDNRQ LQRNXODFLMH WDX ROLJRPHUD L WDX ILEULOL
prisutnost fosforiliranog tau proteina R]JX aWDNRUD GRN MaH QDNRC
$7 LPXQRUHDNWLYQRVW XRpHQD RNR PMHVWD LQRN
SRGUXpMD PR]JD aWR SRWYUyXMH GD MH QDVWDOD
QRYDPHQMHP HQGRJHQRJ WDX IEIRMWHERDH QVWNRQ pH.

3. aLUHQMH SDWRORANLK SURPMHQD WDX SURWHLQD RYLVLC
a ne o blizini mjesta inokulacije. Pokazano je da tau fibrili i tau oligomeri djeluju kao klica
a D E Gderplate za promjenu endogenih tau monoh® L G D O M€rddd ochith& HQ M H
seed WDX SURPMHQD X SRGUXpMLPD PR]JD DQDWRPVNL SR
korom.
X Inokulacija tau oligomera i tau fibrila uzrokuje progresiju neurofibrilarnih promjena
iz medijalnog entorinalnog korteksa u hipakaus alvearnim putem u CA1 polje,
AWR MH VOLPpQR QDVWDQNX QHXURSDWRORANLK SURP
X U hipokampusu i entorinalnom korteksu s vremenom je slabila fosforilacija AT8
HSLWRSD GRN MH XVSRUHGQR XR fihH@ Rojehg YO UDQMH
*DOO\DVX VOLpPQR NDR L NRG QDSUHGRYD.QMD QHXUF
X Inokulacija tau fibrila i tau oligomera izazvala je pojavu konformacijski
promijenjenog tau proteina (MC1) u hipokampusu i entorinalnom korteksu prije
fosforiacLMH WDX SURWHLQD QD HSLWRSX $7 &dWR XND]X
najprije dovode do konformacijskoromjere WD X SURWHLQD NRMD SUH\
RODNabDYD QMHJRYX IRVIRULODFLMX QD $7 HSLWRSX
X Inokulacija tau fibrila utjecala je na razinu tau progefosforiliranog na serinu 396
L VHULQX WH VHULQX L WUHRRMIDWKH F L X a¥YAURH RN Q
QD SRVWRMDQMH LVWRGREQH IRVIRULODFLMH WLK H
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otprije je poznato da oba navedena epitopa mogu (istajdbsforilirati GSK3E
MAPK i CDCKS5.

4. 3UHPD GRELYHQLP UH]XOWDWLPD EROML MH PRGHO ]D SU
SUDUHQMHP $7 LPXQRUHDNWLY [DRVmREEANR) Ridpted@vaneM D WD
VWDGLMD AaLUHQMP BRAQBYDX PDORLERWH QMH LQRNXOLUDQ
YHO MH pHWLUL PMHVHFD QDNRQ LQRNXODFLMH WDX ILEU
X VYD SRGUXpMD PR]JD aWR RGJRYDUD VWDGLMX 9, SU
ALY RWL QM Htau @ligdvinérna W Bbjdedbi bile u stadiju I/1l, nakon osam mjeseci u
stadiju Ill, a tek nakon jedanaest mjeseci u stadiju IV.

5. 1DNRQ LQRNXODFLMH WDX ILEULOD L WDX ROLXRPHUD
KLSRNDPSXVX L HOQWRULGDRIIR P DERDNVGIHIX/XR 8 BAMR RVOHR & N D
SDWRORANLP SURPddddaDdésDrazvofa’ plakova i neurofibrilarnin promjena
ukazuje da amiloid YMHURMDWQR LJUDYQR XWMHpPpH QD QDVWDQTC

X Mjerenjan razine amiloida 142uliNYRUX XWYUyYyHQ MH WUHQG SRUD
1492 RG pHWYUWRJ GR MHGDQDHVWRJ PMHVHFD QDNRQ
QDNRQ LQRNXODFLMH WDX ILEULOD QiM3INRNH pGHR®O F
je uslijedio porast. Na temelju trenutnMKYDUDQMD RSLVDQLK X OLWH
QDOD]H REMDVQLOL VPR SR]IQDWRP pLABIQZgerRP GD
razine amiloida 1-42u likvoru smanjuju, dok nakon oblikovanja zrelih amiloidnih

plakova razine amiloidai-s2u likvoru rastu.

6. 3URYHGHQR LVWUD&ALYDQMH SRND]DOR MH GIR USLRVWWHRNVHD
QHWUDQVJHQLpPQLK DQLPDOQLK PRGHOD SRVHEQR ZWDNF
QHXURILEULODUQH GHJHQHUDFLMH X VSRUDB LPIQURM MOH |
SDWRORANLK SURPMH Q o tahapijaki SilJzR Vilavaj QeBova] Ko b @y
XVSRUDYDWL QDSUHGRYDQMH L VSUMHpPDYDWL QDVWDQD|
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8. 6%4(7$.

"ORJXUQRVW UD]YRMD QHW B@¥d td@patii® RidnEnamtauN R UV N R J
oigRPHUD X HQWRULQDOQX PR&A&GDQX NRUX

Lea Langer Horvat, mag. biol. mp2022.

8 LVWUDALYDQMX $O]KHDPHMYREH ERONRWWIAWHQL WUDQVJIH(
koji zapravoQLVX SRJRGQL ]D LVWUDALYDQMH WRRMVADYQER IRGRFH
VYLK VOXpRBNHYDRY¥RJ LVWUDALYDQMD ELR NDUDNWHU
AWDNRUVNRJ PRGHOD WDXR $ bafjénv Hazulieivahju (phiolo§ile L GRQ L
WUDQVVLQDSWLpPNRJ EaLUHQMD Lu DPRHXDEQMB DWB®MXU RW ¥
WHUDSLMVNLK FLOMHYD {]DSWUWIBY O M DM éhihGDWHREDEDE B L K
promjena.Bud X Uda najranije neurofibrilarne promjene u mozgu osoba soADnastaju u
PRAGDQRP GHEOX L HQWRURGD® QRHVVIMRBLMIMMPRMR AWVRLLL SRY
SRGUXpNMIJR XD Dijezigogl W U D Q VV L QD S WaitdvétiBna jed jedhbs@avicD
stereotaksijskanokulacijatau oligomera ili sintetskih tau fibrila u medijaldio entorinalne
PR &G D QHLN R/DHa dnwkildchRaltau oligomera i tau fibrila uzrokovala je progresiju
neurofibrilarnih promjena izZH QW R U L Q D O Q Hu BregaGsDnfdid pvezamd R G U Xp M D
PR]JD VOLPWR WD RN RmGZQU [DR D M IADHEM. Nastanak 4L U FEB@WHR OR &N L
promijenjenog tau proteinaN DN R MH SR N DADBQrBtutjetamhielativnovelik epitop
i vjerojatno strukturnoY D &dib @u proteina fosforiliran na serinu199, serinu202 i treoninu205
GRIJDYDORUMHYRWAHQMD LQRNXOLUDQLK Wrexkojin& sULbLPD X R
inokuliranitau oligomeri 8 ALYRWLQMD NRMLPD V X zb@Rpdiend LLDHIQ MDD X
bilo je potrebono MHGDQDHVW PMHVHFL ]D ]DKYDUuD Qievddedily LK SRC
neurofibrilarnin promjea, inokulacija tau fibrila i tau oligomera izazvala je pojavu
konformacijski promijenjenogau proteina stvaranje inkluzija pozitivnih naistokemijska
bojenppo Gallyasu Bielschowskonkojasu potvrdila akumuliranje fosforiliranih tau proteina
nakupljaje amiloida JXELWDN VLQDSVLL XWKRSRUPPBHMQBOPD RGJR
] Q D p CkbvyQitivne deficitH S R W MéstpiHraHotvorenog polja, prepoznavanja novog

objekta prepoznavanja nove lokacije objekfi-labirint testom
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9. SUMMARY

"Development and characterization of a4tk@nsgenic rat model of tauopathy induced by
injection of tau protein into the entorhinal cortex

Lea Langer Horvat, mag. biol. mp2022.

TransJHQLF PRXVH PRGHOV KDYH EHHQ H[WHQVLYHO\ XVHG L
although they are limited in their ability to replicate the complex process of sporadic AD, which
concerns well over 95% of all AD casds. this study, we aimed to charadize anon
transgenic rat model of tauopathy that can contribute to a better understangiogsivie
pathological changes, trasgnaptic spread and tau protein aggregation in #&id, find new
therapeutic targets to prevent the onset or stop the spread of those pathological dlmanges.
analyze transynaptic spread in Wistar rats, unilateral inoculation of tau oligomers or synthetic
tau fibrils into the medial entorhinal cortex waarformed, 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 regioeslation of tau
oligomers and tau fibrilsaused the progression of neurofibrillary changes from the entorhinal
cortex to other connected brain regions, similaABrelatedchanges outlined in the human
brain. The development angeading 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 phosphorylatedSet199, Ser202, and Thr205
residuespccured much faster in animals inoculated with tau fibrils thaamimals 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 fibrilsl @au oligomers caused the appearance of
conformationally altered tau protein, formation of Gallyaand Bielschowsyositive
inclusions that confirmethe accumulation of phosphorylated tau proteins, accumulation of
amyloid E loss of synapses in the hggampus, and significant corresponding cognitive
deficits documented by using the open field test, novel object location test, novel object

recognition test and-maze test
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/HD /DQJHU +RUYDW QIRYWRSD®H J R GLIDNR X NEDYNUREHRAKN
JLPQD]LMVNRJ REUD]JRYDQMD X yDNRYFX né®lirvdédlorhovV WX GL M
PDWHPDWLpPNRP IDNXOWHWX 6YHXpLOLaAWD X =DJUHEX JG
molekularne biologije. Tijekom studija dobivRektorovu nagradu]D U RE€guldcija
transkripcije genMGAT3 X PDOLJQLP WXPRULPD SRUKSbHNdemicd SLWHO
apsolventske godine radiFidelt d.o.o. |D LVWUDAaLYDQMH L UD]JYRM =DJUH
znanstvenika2G VWXGHQRJ JRGIQMH +]DYSIRE U NIRR . YV HW L W X W X
PR]JD OHGLFLQVNRJ IDNXOWHWD 6YHXpLOLAWD X =DJUHEX
LVWUPBIAIIRBEIPMED QRYLK GRNWRUD J]JQDQRVWL?® 3RVOLMHGLS
upisuje 2016. godine te pd3tMH VXUD G QLFD Q Hiperfosforil&cijpRadregadhioX A
WUDQVVLQDSWLPpNL SULMHQRY WDX SURWHLQD X $O]KHLPH!
i ispitivanje potencijalnih neuroprotektivnih spojgv¥ RGLWHOMD SURI GU VF *
UvDYU&AGDYDOD VH X LQR]J]HPQRP VXUDGQLpNRP ODERUDWRUL
yHaND JGMH MH XpLOD WHKQLNH VWHUHRWDNVLMVNH RSH
bihevioralog WHVWLUDQMD ALYRWLQMD 3RVMHGXMH FHUWLILND
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