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1. UvoD

Alzheimerova bolest (AB) kroni¢na je neurodegenerativna bolest i najéeséi primarni uzrok
sindroma demencije (60-70%) (Blennow i sur., 2006). Podatci pokazuju da danas u svijetu
od AB boluje 46,8 milijuna ljudi, a u Hrvatskoj 87 tisuca (Pecotic i Perkov, 2007). Mozak kod
AB podvrgnut je karakteristicnim promjenama. Te promjene su vidljivi plakovi koji se sastoje
od amiloid beta (AB) i neurofibrilarni snopiéi (neurofibrillary tangles, NFT), od
hiperfosforiliranog tau proteina (Clavaguera i sur., 2009). Smatra se da Sirenje tau proteina
prati Braak i Braak neuropatoloske stadije (Braak i Braak, 1991) Sto znaci da prve promjene
kod AB zahvacaju podrucja mozga transentorinalnog korteksa i mozdanog debla te se dalje
Sire u predvidljivom smjeru (Simi¢ i sur., 2017; Brundin i sur., 2010). Transsinapticko Sirenje
tau proteina povezuje se sa Sirenjem priona u prionskim bolestima (Walker i Jucker, 2015;
Clavaguera i sur., 2009). Prioni su male proteinske Cestice koje uzrokuju neizljecive
degenerativne neuroloske procese, odnosno prionske bolesti. Buduéi da se promijenjeni tau
protein ponasa na slican nacin, modeli koji se koriste u istraZivanjima prionskih bolesti sluzili
su za izradu modela Sirenja tau proteina (Walsh i sur., 2016). Na temelju tih modela
dokazano je da se medusobno spajanje tau proteina u agregate moze potaknuti ili ubrzati
izvanstani¢nim dodatkom odredenog oblika tau proteina. Prema varijantama tau proteina
pokazano je Sirenje monomernog, oligomernog i fibrilarnog tau oblika. Svaku varijantu
proteina je potrebno povezati s toksi¢nosti i sa simptomima bolesti kod ljudi (Walsh i sur.,
2016; Lasagna-Reeves i sur., 2012). Zbog toga istraZivanja nisu fokusirana samo na zavrsni
stupanj patologije tau agregata ve¢ i na usporedbu rezultata s testovima ponasanja (Viola i
sur., 2015). Analiza i sprjecavanje Sirenja tau patologije moglo bi posluZiti u razvoju lijekova
koji sprjeavaju nastanak AB (Watts i sur., 2014). Stoga je cilj ovog rada bio ispitati
promjene u kognitivnim sposobnostima Zivotinja u ovisnosti o varijanti proteina i vremenu

nakon intracerebralne primjene.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (AB) je teSka, neizljeCiva, degenerativna bolest mozga koja
moze uzrokovati smrt. U svijetu je 2010. godine viSe od 35 milijuna ljudi bolovalo od AB
(Wimo i Prince, 2010), a do 2040. godine broj bi mogao porasti do 81 milijun zbog
produzenja Zivotnog vijeka Covjeka. Procjenjuje se da u Republici Hrvatskoj trenutno od
AB boluje oko 86 tisuca ljudi (Ferri i sur., 2005). Njemacki psihijatar dr. Alois Alzheimer
je 1906. godine prvi opisao bolest u 51-godiSnje pacijentice Auguste Deter
prouCavanjem histoloskih preparata mozdanog tkiva. Prvi simptomi u navedene
bolesnice ukljucivali su gubitak paméenja, probleme s govorom, poteskoCe u pisanju,
cCitanju, promjene osobina licnosti te nisu odgovarali niti jednom do tada poznatom
psihijatrijskom poremecaju (Graeber i sur., 1997). Histopatoloskim istrazivanjima
dokazano je da se senilni plakovi (SP) i neurofibrilarni snopici (NFS), koje je prvi uocio i
opisao Alzheimer, nalaze u mozgovima osoba s AB i onih sa senilnom demencijom, no te

patoloske nakupine izraZenije su u AB ranog pocetka (Blennow i sur., 1991).

Postoje dva temeljna oblika AB, a to su sporadi¢na i nasljedna (obiteljska) AB.
Obiteljska AB ima snaznu geneticku podlogu te cini sveukupno manje od 1% svih
sluajeva. Sporadicna AB se joS naziva i AB s kasnim pocetkom. Najvazniji rizicni
C¢imbenik za nastanak sporadicne AB je dob, a ostali vazni su spol (zene ceSée
obolijevaju) (Altmann i sur., 2014) i geneticka podloga (Alzheimer’s Association, 2013;
Strittmatter, 2012).

2.2. Faze Alzheimerove bolesti
Progresivan tijek i simptomi AB podijeljeni su na pretklinicku fazu AB, ranu fazu AB,
srednju fazu AB i kasnu fazu AB (Slika 1).



Pretklinicka Rana Srednja Kasna

faza faza faza faza
Trajanje: 7 godina Trajanje: 2 godine Trajanje: 2 godine Trajanje: 3 godine
Bolest poCinje u Sirenje bolesti na Zahvacanje U konatnici zahvaca i
medijalnom bocne temporalne i frontalnog reinja zatiljni rezanj
temporalnom reZnju parietalne reinjeve

Slika 1. Prikaz dijelova mozga koje zahvaca Alzheimerova bolest po fazama te njihovo

trajanje. Preuzeto i prilagodeno prema Escent diagnostics (2017)

< Pretklinicka faza AB

Pretklinicka faza je pocetak AB koji je neprimjetan. Buduci da razdoblje od
nastanka prvih patoloskih promjena u mozgu do pojave klinickih simptoma moze
biti i do 10 godina, oteZana je rana dijagnoza i lijeCenje bolesti te tijekom ove
faze prvi simptomi nisu vidljivi. U mozgu dolazi do patoloskih promjena tako da se
izvan stanica formiraju senilni plakovi, a unutar dolazi do hiperfosforilacije
proteina tau i stvaranja neurofibrilarnih snopiéa. Pojava prvih simptoma te brzina
kojom napreduje bolest razlikuje se kod osoba s nasljednim tipom AB i osoba sa
sporadi¢nim tipom AB (Sutton, 2011) (Slika 2).
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Slika 2. Presjek mozga u pretklinickoj fazi Alzheimerove bolesti.
Preuzeto i prilagodeno prema Mukhopadhyay (2013)
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Rana faza AB

Prvi znak koji upucuje na AB u ranoj fazi je blagi kognitivni poremecaj (od eng.
mild cognitive impairment - MCI). Problem je Sto se zaboravljivost Cesto javlja u
osoba starije dobi tako da MCI ne mora nuzno ukazivati na pojavu AB. Takoder su
prisutne promjene u govoru, kretanju, snalaZenju u prostoru i promjene u
ponasanju (Sutton, 2011) (Slika 3).

Srednja faza AB

U ovoj fazi AB dolazi do pogorsavanja sposobnosti paméenja zbog ¢ega se javljaju
teSkocCe u obavljanju svakodnevnih poslova. OStecenja zahvacaju dijelove mozga
koji kontroliraju razmisljanje, govor i obradu osjetilnih informacija. Zbog toga
dolazi do gubitka orijentacije u vremenu i prostoru, siromasnijeg govora i slabijeg
razumijevanja (Sutton, 2011) (Slika 3). Prisutne su i promjene raspoloZenja i

osobnosti, no emocije su jos uvijek dobro oCuvane.
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Slika 3. Presjek mozga u ranoj do srednjoj fazi Alzheimerove bolesti.

Preuzeto i prilagodeno prema Mukhopadhyay (2013)

« Kasna faza AB

U kasnoj fazi dolazi do teskog gubitka svih kognitivnih sposobnosti. Ogranicena je
sposobnost svakodnevnog funkcioniranja tako da osobe postaju ovisne o
drugima. Govor ulazi u fazu eholalije, stereotipnog besmislenog ponavljanja rijeci
ili fraza druge osobe. Morfoloski dolazi do prosSirenja plakova i snopi¢a po mozgu
te gubitka mozdanog tkiva (Sutton, 2011) (Slika 4 i 5).
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Slika 4. Presjek mozga u kasnoj fazi Alzheimerove bolesti.

Preuzeto i prilagodeno prema Mukhopadhyay (2013)
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Slika 5. Izgled zdravog mozga i mozga u kasnoj fazi Alzheimerove bolesti.

Preuzeto i prilagodeno prema Mimici (2019)

2.3. Simptomi bolesti

Glavni simptom koji se povezuje s AB je postepen poremecaj pamcenja nedavnih
dogadaja. Sjogren je 1950. godine podijelio bolest u tri stadija (Sjégren, 1950). Prvi
stadij je karakteriziran gubitkom epizodi¢kog pamcenja. Epizodicko pamcenje se odnosi
na sje¢anja na dogadaje koje je sama osoba dozivjela. Pored kognitivnih javljaju se i
nekognitivni simptomi kao Sto su promjene raspolozenja, smetnje apetita, poremecaj
ciklusa budnosti i spavanja, simptomi depresivnosti te vremenska i prostorna
dezorijentacija (Simi¢ i sur., 2009). Takoder je prisutno agresivno ponasanje (verbalno,
a zatim i fizicko) te halucinacije. U drugom stadiju dolazi do znacajnijeg oStecenja



govora i percepcije te potesko¢a u prepoznavanju drugih osoba, ¢ak i ¢lanova vlastite
obitelji. Naposljetku, u trecem stadiju bolesnici u potpunosti postaju ovisni o skrbnicima,
postaju komatozni te najcesée uslijed nepokretnosti i poremecaja hranjenja umiru
(Sjégren, 1950).

2.4. Teorije nastanka AB

NeuropatoloSke promjene u AB nastaju kao posljedica razlicitih patoloskih
mehanizama i obzirom na te mehanizme, razvilo se nekoliko hipoteza koje objasnjavaju
nastanak AB. Neurovaskularna disfunkcija, upalni procesi i oksidativni stres samo su neki
od njih, no svakako najbitniji su agregacija amiloid- peptida (AB) i njegovo odlaganje u
obliku plakova te hiperfosforilacija proteina tau koja dovodi do nastanka stvaranja
neurofibrilarnih snopi¢a. Buduéi smo ovaj rad posvetili istrazivanju tau proteina, u

nastavku ¢emo govoriti samo o tau hipotezi.

2.4.1. Tau hipoteza

Zivéani sustav sastoji se od 6 milijardi medusobno povezanih neurona.
Neuroni (ili Ziv€éane stanice) su glavni tip stanica koje tvore mozak. Gradeni su od
dendrita (kraci produzetci koji s osjetnih organa ili drugih Ziv¢anih stanica dovode
Ziv€ano uzbudenje na tijelo stanice), tijela stanice i aksona (duZi produzetak neurona)
(Kandel i sur., 1981) (Slika 6).

Dendriti Terminali aksona

Ranvierovo
suzenje

Schwannova
stanica
] Mijelinska ovojnica
ezgra
Slika 6. Ziv¢ana stanica (neuron).

Preuzeto i prilagodeno prema Flagg (2017)



Protein tau primarno se nalazi u aksonima neurona, a u manjoj mjeri u
dendritima i glija stanicama. Osigurava povezanost i stabilnost mikrotubula (MT).
Jedna od glavnih funkcija mikrotubula je reguliranje cjelokupnog transporta duz
aksona.

Protein je graden od dviju domena. Projekcijska domena veze se na
neurofilamente ili druge mikrotubule dok druga domena kopolimerizira s tubulinom u
MT dajuci mu pritom stabilnost (Slika 7). BioloSka aktivnost tau proteina kontrolirana
je fosforilacijom, odnosno ravnotezom kinaza i fosfataza. Ukoliko dode do
hiperfosforilacije tau proteina (viSe od 8 do 12 mola fosfata po molu proteina umjesto
2-3), mijenja se njegova konformacija Sto dovodi do njegovog odvajanja od
mikrotubula, odnosno razgradnje mikrotubula (Slika 8). Posljedica toga je poremeceni
transport unutar aksona, smetnja u sinaptickoj funkciji neurona te smrt Ziv€anih
stanica (Buee i sur., 2000; Igbal i sur., 2005). Hiperfosforilirani protein tau vremenom
se nakuplja u obliku ravnih, a zatim i sparenih uzvojitih filamenata (od eng. paired
helical filament — PHF) (Johnson i sur., 2004) te tako u citoplazmi neurona tvori
neurofibrilarne snopic¢e (NFS) (Slika 9). Isto tako abnormalno hiperfosforilirani protein
ne nalazi se samo u NFS nego i u nefibrilizicanom obliku u citosolu mozdanog tkiva
nakon raspada (smrti) neurona. On kao takav ne stupa u interakciju s mikrotubulom,
ve¢ mijenja konformaciju drugih, normalnih tau proteina uzrokujuéi njihovo odvajanje
od mikrotubula (Alonso i sur., 1994). Povezivanje abnormalno hiperfosforiliranog tau
proteina s normalnim takoder dovodi do stvaranja snopica. U osoba oboljelih od AB
razine proteina tau u citosolu vece su 4 do 8 puta u usporedbi sa zdravim osobama

iste dobne i spolne grupe.

o
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Slika 7. Domene tau proteina: projekcijska domena i domena koja povezuje mikrotubul.

Preuzeto i prilagodeno prema Newman (2014)
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Slika 8. Razgradnja mikrotubula uslijed odvajanja tau proteina.
Preuzeto i prilagodeno prema Brunden i sur. (2009)
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Slika 9. Prikaz Tau agregacije.
Preuzeto i prilagodeno prema Dale (2018)



2.4.1.1. Sirenje neurofibrilarne degeneracije

Prema Braak i Braak (1991) Sirenje neurofibrilarne degeneracije prati
karakteristican uzorak, odnosno karakteristicnu shemu koja obuhvaca Sest stadija
(Slika 10 i Tablica 1).

Tablica 1. Stadiji neurofibrilarne degeneracije prema Braak i Braak (1991)

STADIJI

dolazi do nakupljanja neurofibrilarnih snopica u

transentorinalnoj i entorinalnoj mozdanoj kori

II. neurodegeneracija se Siri na hipokampalnu formaciju

IIL. i 1V. zahvaceni su sljepoocCni, ¢eoni i tjemeni korteks

V.iVL zahvacena je primarna osjetna i motoricka mozdana kora

Zavrsni stadiji AB lako se prepoznaju na neuropatoloSkom pregledu (Braak i
Braak, 1991).

Sirenje neurofibrilarne degeneracije

/

‘_\\

: Braakovi stadiji lll-IV

p

Braakovi stadiji V-VI

Slika 10. Sirenje neurofibrilarne degeneracije.

Preuzeto i prilagodeno prema Braak i Braak (1991)



2.5. Ucenje i pamcéenje

Ulenje je proces usvajanja informacija, a pamcenje sposobnost njihova
pohranjivanja i prisje¢anja, a i jedno i drugo imaju kljuénu ulogu u svim kognitivnim
sposobnostima. Postoje tri bitne odlike ucenja i pamcenja, a one se odnose na stadije
uCenja (upamdcivanje, pohranjivanje i prisje¢anje), trajanje pamcenja (osjetno,
kratkoro¢no/radno i dugorocno) i vrste pamcenja (deklarativno i nedeklarativno).
Informacije koje dolaze iz okoline registriraju naSa osjetila te se one pohranjuju u
osjetno (neposredno, senzorno) pamcenje. No, ono je vrlo kratkog trajanja (svega
sekundu), stoga se informacije iz osjetnog pamcenja dalje prenose u kratkorocno.
Informacije u kratkoronom pamdéenju koristit e se za obavljanje zadataka ili donoSenje
odluka u kratkom roku (20-30 sekundi), a nakon toga ¢e biti zaboravljene (npr.
pamcenje telefonskog broja koji nam je netko rekao sve dok ga ne nazovemo ili
zapiSemo). Nadalje, ako se neka informacija Zeli pohraniti za dulje vrijeme, mora biti
podvrgnuta obradi. Vedi broj ponavljanja ili viSe susreta s tom informacijom, namjerno ili
slu¢ajno, moze ju pospremiti u tre¢e 'spremiste' informacija, odnosno dugorocno
pamcenje. Ovdje se informacije zadrZzavaju kroz dugi period, relativno trajno. Ako su
nam potrebne, do njih dolazimo procesom pronalazenja i prebacivanja u kratkorocno
pamdcenje pa nam one opet mogu posluZiti u datom trenutku (Simi¢ i sur., 2019) (Slika
11).

Kada govorimo o vrstama pamcenja, treba napomenuti kako postoji velik broj
razli¢itih vrsta ucenja i paméenja te da razliciti dijelovi srediSnjeg zivéanog sustava
posreduju razlicite vrste pamcenja. Zbog toga dugoroc¢no pamcéenje mozemo podijeliti na
dvije vrste i visSe podvrsta (Slika 12). Tako razlikujemo vrstu pamcenja koja sadrzi
svjesne Cinjenice i dogadaje (deklarativno pamcenje) od druge vrste koja se ne temelji
na sviesnom dozivljavanju (nedeklarativno). Deklarativno paméenje je sviesno pamcenje
¢injenica, odnosno obuhvaca informacije koje stjeCemo procesom ucenja. Oslanja se na
kognitivne procese prosudivanja, usporedbe i zakljuCivanja, a pod djelovanjem je
hipokampusa i struktura medumozga. Dijeli se na epizodicko (autobiografsko) i
semanticko (znacenjsko) pamcenje. Epizodicko paméenje obuhvaéa sjecanje na
dogadaje koje je osoba doziviela (npr. juer sam za rucak jela...), dok se semanticko
odnosi na opce znanje, neovisno o dogadajima u Zivotu osobe (npr. Shakespeare je
napisao Hamleta). Slicnosti ove dvije vrste pamcenja su te da se osoba svjesno i
namjerno dosjeéa odredene informacije. Nadalje, veéina procesa ucenja i pamcenja kod

ljudi i Zzvotinja pripada nedeklarativnom pamcenju. Nedeklarativno pamcenje je
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nesvjesno pamcenje izvodenja motorickih zadataka. Iskazuje se poboljSanjim
izvodenjem (a ne prisje¢anjem) neke motoricke vjestine nakon brojnih ponavljanja (npr.
hodanje, prianje, pisanje, voznja bickla, sport...). Ono ne ovisi o svijesti, pozornosti niti
o stupnju znanja. Dijeli se na motoricke, percepcijske i kognitivne vjestine i navike,
razinu adaptacije, udeSavanje te asocijativno i neasocijativno ponasanje. Vazno je
napomenuti kako su ti oblici nedeklarativnog pamcenja ocuvani kod bolesnika s
amnezijom upravo zbog toga Sto takvo pamcenje ne ovisi o strukurama medijalnog
dijela sljepoocnog reznja (Simi¢ i sur.,2019).

pozornost Kratkorocno
——  paméenje

zaboravljanje

Slika 11. Klasi¢ni model triju skladista pamcenja (Simi¢, 2019).

Dugorocno pamcenje

R

Deklarativno (eksplicitno)

znanja koja se mogu prepricati

Proceduralno (implicitno)
znanja i vjestine koje se mogu pokazati

Epizoditka Semanti¢ka NauZene || Udesavanje || Kondi

icioniranje

npr. prisjecanje prodlog | | npr. redoslijed dana u yieltine npr. Setnja u o A
j j i npr. znati mraku nakon || NPr. salivacija pri
ljetovanja tiednu

plesati tango || horor filma || Pogledu na hranu
izaziva strah

Slika 12. Glavne vrste i podvrste dugoroénog paméenja (Simi¢, 2019).

Ako se vratimo na kratkoro¢no pamcenje, potrebno je spomenuti posebnu vrstu
kratkorocnog paméenja koje se naziva radno pamcenje. Ono se moze definirati kao
sposobnost priviemenog zadrzavanja i baratanja informacijama kojima ¢emo se sluziti
radi postizanja nekog cilja.
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2.5.1. Uloga hipokampusa u procesu pamcenja

Najistrazivaniji dio srediSnjeg Zivéanog sustava zasigurno je hipokampus zbog
svoje klju¢ne uloge u stvaranju epizodi¢kih sje¢anja i pretvorbe kratkorocnih u
dugoroCna sjeCanja. Hipokampus je bilateralna struktura medijalnog dijela
sljepoocnog reznja (Slika 13).

Hipokampus

Entorinalni korteks

Slika 13. Prikaz hipokampusa.

Preuzeto i prilagodeno s foruma Biyolojidersi (2018)

Proucavanje hipokampusa za istrazivanje degeneracije srediSnjeg Ziv€anog sustava,
kao Alzheimerova bolest, ima veliku vaznost. Razlog tomu je Sto tijekom AB dolazi do
propadanja Ziv€anih stanica entorinalne mozdane kore Sto znaci prekidanje veza
prema hipokampusu. Posljedica toga su teski poremecaji ucenja i pamcenja u
bolesnika (Simi¢ i sur., 2019).

2.6. Povezanost Sirenja tau patologije s kognitivhim deficitom

Potrebno je ispitati na koji je nacin odreden oblik tau proteina (oligomer, fibril)
povezan s promjenama u kognitivnim sposobnostima, odnosno mora se povezati
progresivan razvoj histoloskih lezija sa stvarnim funkcionalnim posljedicama (Lv Z-Y i
sur.,, 2017). Razne studije u transgenicnim miSevima pokazuju da prisutnost
neurofibrilarnih snopi¢a u mozgu ne mora utjecati na neuralnu funkciju i toksi¢nost (kao
Sto pokazuje nedavno istrazivanje na miSjem modelu (Wegmann i sur., 2015)).
Pretpostavlja se da su neurofibrilarni snopici lezije koje djeluju samo na citoarhitektoniku
stanice, dok su topljivi agregati tj. oligomeri toksicni te uzrokuju neuralnu disfunkciju i
gubitak paméenja. Sve veci broj istrazivanja potvrduju da je topivi tau oligomer
neurotoksican (Spires i sur., 2006; Guo i sur., 2014; Chai i sur., 2012).

Veéinom koriSteni Zivotinjski modeli su transgeni¢ni i oponasaju nasljednu

Alzheimerovu bolest (Stancu i sur., 2015). Iz tog razloga postoji potreba za istrazivanjem
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koje bi razjasnilo nastanak sporadicne AB koriStenjem modela na netransgeni¢nim
Zivotinjama. Jedan od netransgeni¢nih modela na kojemu se provodi ovo istrazivanje
razvijen je stereotaksijskom primjenom tau proteina u entorinalnu mozdanu koru Stakora
(Slike 14 i 15).

=

Ll

&

Slika 15. Primjer stereotaksijske operacije (vlastita fotografija).
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3. MATERIJALI I METODE
3.1.MATERIJALI

3.1.1. Zivotinje

Istrazivanje se provodi na 60 laboratorijskih Stakora soja Wistar starosti 3-4
mjeseca. Zivotinje su bile podijeljene u dvije skupine po 10 jedinki ovisno o obliku tau
proteina koje su primile (tau oligomer, tau fibril), dok je tre¢a, kontrolna, primila
fosfatni pufer. Zivotinje su drzane u nastambama s 12/12 h ciklusom izmjene svjetla i
mraka, sobnom temperaturom 21-25°C i vlagom u rasponu 40-70%. Nakon 3 i 6

mjeseci testirane su testovima ponasanja.

Tablica 2. Plan izvedbe testova ponasanja

Broj ispitanih Zivotinja po skupinama
Testovi ponasanja Vremenske tau
v tau fibrili
tocke fosfatni pufer | oligomeri
Test otvorenog prostora n=10 n=10 n=10
Test prepoznavanja
Prep : n=10 n=10 n=10
novog objekta 3 mjeseca
T-labirint test n=10 n=10 n=10
Test otvorenog prostora n=10 n=10 n=10
Test prepoznavanja ) )
6 mjeseci n=10 n=10 n=10
novog objekta
T-labirint test n=10 n=10 n=10

3.1.2. Kemikalije
e 70% izopropil alkohol

3.1.3. Aparatura i pribor
e Labirint otvoreno polje za testove ponasanja - Cetvrtasta kutija od pleksiglasa
veli¢ine 90 x 90 x 70cm s oznacenim poljima na dnu (36 polja dimenzija 14 x
14cm). Iznad kutije postavlja se nadzorna kamera spojena s laptopom,
odnosno programom za analizu snimaka. Intenzitet svjetlost iznosio je 70-80

lux.
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e T-labirint za test ponasanja - labirint oblika slova T napravljen od pleksiglasa
crne boje debljine 3mm. Sirina krakova iznosi 10cm, a visina 20cm. Duljina
duzeg kraka je 60cm, dok je krac¢i 30cm. Podloga labirinta je takoder crne
boje.

3.2. METODE RADA
Nakon intracerebralne primjene tau proteina u 2 vremenske tocke ispitat ¢e se
promjene u ucenju, pamcenju i ponasanju koriStenjem testova ponaSanja: test

otvorenog prostora, test prepoznavanja novog objekta i T-labirint test.

3.2.1. Test otvorenog prostora

Calvin Hall zasluzan je za prvo uvodenje testa otvorenog prostora (Hall, 1934).
Test otvorenog prostora (eng. Open field test - OFT) jednostavan je test i aparatura
koja se koristi za procjenu spontane istraZivacke aktivnosti i ponasanja povezanih s
anksioznoS¢u kod glodavaca. OFT nije samo mjera motoricke aktivnosti, ve¢ ukljucuje
i druge c¢imbenike kao Sto su istraZivacki nagon (radoznalost) i strah (ili tjeskoba),
odnosno tigmotaksija (Walsh i Cummins, 1976). Tigmotaksija je specificno ponasanje
Zivotinja da se drze blizu zidova kada istrazuju otvoreni prostor, a to se ¢esto moze
vidjeti kod Stakora ili miSeva. Smatra se da je takvo ponasanje izbjegavanija
osvijetlienih otvorenih prostora evolucijsko adaptivno ponasanje. Tendencija
glodavaca da se drZe blizu zidova postepeno opada tijekom prvih minuta istrazivanja.
Open field test koristi taj strah kako bi procijenio razli¢ite aspekte ponasanja
povezanih s anksioznos¢u (Walz i sur., 2016). Osim opce aktivnosti, odnosno ukupne
prijedene udaljenosti, takoder se analizira i kvaliteta aktivnosti. To ukljucuje vrijeme
provedeno duz zidova (tigmotaksija) u usporedbi s vremenom provedenim u centru,
broj ulazaka u centar,podizanje na straznje noge, itd. (Tablica 2) (Stanford i sur.,
2007; Rodgers i sur., 2007; Blizard i sur., 2007). Veca je vjerojatnost da e Zivotinje
sa smanjenom razinom anksioznosti istraziti centar otvorene arene od Zivotinja s
visokom razinom anksioznosti koje ¢e pokazati smanjenu kretnju i istrazivanje s
preferencijom da ostanu blizu zidova. Postoje mnoge druge manje uobicajene mjere
ispitivanja, ukljuCujuéi vrijeme provedeno bez kretanja, njuskanje, glasanje i

cvokotanje (Skripanje) zubima (Walsh i Cummins, 1976).
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Tablica 3. Popis parametara mjerenih testom otvorenog prostora

Parametri

- Ukupna prijedenost (stvarna ili relativna udaljenost) (broj kvadrati¢a)
- Podizanje na straznje noge (vertikalna aktivnost) (broj podizanja)

- Ulasci u centralnu zonu (broj ulazaka)

- Vrijeme provedeno u centralnoj zoni (s)

- Vrijeme provedeno u perifernoj zoni (s)

- Vrijeme do prvog podizanja (s)

Aparatura se sastojala od crne kutije od pleksiglasa (90 x 90cm) okruzene
zidovima visine 70cm. Sredisnje podrucje je proizvoljno definirano kao kvadrat od 56
x 56cm te je iznad kutije postavljena nadzorna kamera za video-praéenje (Slika 16).
Intenzitet svjetlosti u srediStu OF-a bio je 70-80 lux. Ulazak u sredisnji prostor
racunao se tek kada je Stakor usao u njega sa sve Cetiri Sape. Svaki Stakor je stavljen
u lijevi donji kut i njegovo ponasanje se biljeZilo tijekom 5 minuta. Zabiljezene su
sljede¢e zavisne varijable: ukupno prijeden put (mjerenu kao broj prijedenih
kvadratica), broj podizanja na straznje noge, broj ulazaka u srediSnje (centralno)

podrucje i vrijeme provedeno u srediSnjem podrucju, odnosno u periferiji.

Slika 16. Snimak Testa otvorenog prostora (vlastita forografija)
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3.2.2. Test prepoznavanja novog objekta

Test prepoznavanja novog objekta (eng. Novel object recognition test- NORT)
procjenjuje pamcenje prethodno istrazenog objekta (poznatog) u usporedbi s novim
objektom (nepoznatim) u inae poznatom okruZenju (Ennaceur i Delacour, 1988).
Danas se test Siroko primjenjuje na proucavanju neuronanatomskih i molekularnih
mehanizama koji ukljucuju proces paméenja, oblik deklarativne memorije (Bizot i sur.,
2005).
Kapacitet za prepoznavanje je posebno dobro dokumentiran kod misSeva, Stakora i
majmuna, kao i kod ljudi. Prepoznavanje objekta je sposobnost percipiranja fizickih
svojstava nekog objekta (kao Sto su oblik, boja i tekstura), razumijevanje njegove
uporabe, prethodnog iskustva s objektom i nacina na koji se odnosi na druge (Enns,
2004). Kada subjekt vidi objekt, on zna je li objekt viden u proslosti, to se zove
memorija prepoznavanja. Opcenito je dokazano da se spontana istrazivacka aktivnost

u Stakora moze koristiti za mjeru memorijske funkcije (Hirshman i Master, 1997).

Glavne prednosti ovog testa su da svaka Zivotinja moze biti testirana viSe puta s
novim podrazajima u istoj sesiji dopustajuéi tako usporedbe izmedu subjekata u
razlicitim uvjetima. Isto tako test ne zahtijeva produZenu obuku Zivotinja, vanjsku
motivaciju, nagradu ili kaznu, a zadatak se moze zavrsiti u relativno kratkom
vremenskom razdoblju. Predmeti podraZaja moraju biti razlicite boje, teksture i oblika,
a mogu biti od stakla, porculana ili plastike kao Sto su zarulje, Salice, Salice za kavu i
slane otopine boce. Mi smo koristili plavu pravokutnu plasticnu kutijicu kao prvi,
poznati objekt, a crvenu valjkastu metalnu kutijicu kao drugi, novi (Slika 17).
Kompleti sastavljeni od tri kopije istog objekta koristeni su za spreCavanje mirisa, a
sve kombinacije i lokacija objekata koriStene su kako bi se sprijeCila pristranost zbog
preferencije za odredeni objekt ili lokaciju. Zivotinje nisu mogle premjestiti predmete

niti se sakriti u ili ispod njih.

NORT je izveden u istoj OF aparaturi 24 h nakon OF testa. Stakori su testirani
tijekom dva ispitivanja (probno ispitivanje i zadrzavanje; Slika 18) koji su razdvojeni
intervalom od 1 h tijekom kojeg su vraceni u kaveze. U probnom ispitivanju (trajanje:
5 min), svaki je Stakor bio suoCen s dva identi¢na objekta (zvanim poznati objekti)
smjestenima u simetricnom polozaju te je zabiljezeno vrijeme slobodnog pretrazivanja
svakog objekta. U retencijskom ispitivanju (trajanje: 5 min), jedan od dva poznata

objekta zamijenjen je novim objektom te je takoder zabiljezeno vrijeme pretrazivanja
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svakog od njih. Ako Zivotinja moze prepoznati jedan objekt kao novi, obi¢no pokazuje
razliCito ponasanje usmjereno prema tom novom objektu. Ocjenjivanje zadatka
ukljucuje biljezenje vremena provedenog oko novog objekta u odnosu na vrijeme
provedeno s poznatim objektom, a izraCunavanje "indeksa diskriminacije" temelji se
na tim mjerenjima (Haist & Shimanura, 1992; Ennaceur et al , 1997; Donaldson,
1999). Vrijeme istrazivanja je izraCunato kada je njuska pokazala na objekt na
udaljenost od <2 cm. IzracCunati su sljedeCi parametri: indeks diskriminacije = omjer
Tn - Tfdiskriminacije = (Tn - Tf) / (Tn + Tf) gdje je Tf ukupno vrijeme provedeno u
istraZivanju poznatog objekta, dok je Tn vrijeme provedeno u istraZivanju novog
objekta. Analiza dobivenih rezultata upucuje na to da ¢e kontrolne Zivotinje vise
vremena provesti istrazujuci novi objekt od poznatog. Nedostatak bilo kakve razlike u
istrazivanju dvaju objekata tijekom druge faze moze se protumaciti kao nedostatak

pamcenja.

2099042
17el%d

Slika 17. Snimak Testa prepoznavanja novog objekta (vlastita fotografija).

A A
A O

Faza treniranja Test faza

Slika 18. Dijagram NORT-a. Lijevo (faza treniranja), zivotinje su izlozene s dva
identi¢na objekta (A1 i A2). Desno (test faza), Zivotinja je izloZzena s dva razlicita
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objekta, jedan prethodno istrazen u fazi treninga koji je sada poznat (A1) i novi

objekt (B), nikad prije viden. Preuzeto i prilagodeno prema Carlini (2011)

3.2.3. T-labirint test

T-labirint test (eng. T-maze test) moze se koristiti na razli¢ite nacine za
procjenu kognitivnih sposobnosti Zivotinje. Zbog svoje jednostavne konstrukcije i
uporabe, u kombinaciji sa svojom osjetljivos¢u, ima gotovo univerzalnu primjenjivost
u otkrivanju kognitivne disfunkcije (Deacon i Rawlins, 2006).
Labirint je jednostavnog oblika slova T napravljen od drva obojanog crnom bojom.
Duljina duZeg kraka iznosi 60 cm, dok je kra¢i 30 cm. Sirina krakova je 10 cm, a
visina 20 cm. Na kraju oba kraka nalazila se posudica u koju se stavljala hrana (Slika
19).

Slika 19. T-labirint (Orchid Scientific, 2019)

U postupku ispitivanja postoje dvije faze: testna faza (faza prikupljanja informacija
gdje Zivotinja naudi u kojem se kraku nalazi hrana) i faza izbora (izbor izmedu
prethodno posje¢enog kraka i neposje¢enog kraka (Crawley 2004, 2007b). Zivotinje
kre¢u iz baze T-labirinta i dopusteno im je da izaberu jednu od ciljnih ruku (Slika
20a). Ako se dva pokusa daju u brzom slijedu, na drugom pokusu glodavac te7i
izboru ruke koja nije ranije posjecivana, odrazavajuc¢i paméenje prvog izbora. To se
naziva "spontana alternacija". Prirodna sklonost Stakora i miSeva u T-labirintu je
izmijeniti izbor cilja. Koriste "radno pamcenje", tj. odgovor na svako sudenje varira
ovisno o tome Sto su prethodno ucinili. Izmjena odrazava motivaciju zivotinje da
istrazi svoje okruzenje i pronade prisutnost resursa kao Sto su hrana, voda, prijatelji

ili skloniSte. Zivotinje ne moraju biti ograni¢ene resursima da bi pokazale takvo
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alternativno ponasanje, no ta se tendencija moze ojacati tako da Zivotinja postane
gladna i nagraduje se hranom po zelji.

Stovise, izmjenjivanje, bilo nagradeno ili spontano, izvrsno je u otkrivanju
hipokampalne disfunkcije te detekcije delecije GIluR-A (GIuRl) AMPA receptorske
podjedinice. Iako je septalni-hipokampalni sustav presudno ukljuéen u spontanu
alternaciju, uklju¢ena su i druga podruc¢ja mozga kao Sto su mali mozak, talamus i

neke druge manje strukture (Deacon i Rawlins, 2006).

Zivotinje prije testiranja treba naviknuti na nagradu (hranu) kako bi ih navikli
na njezin ukus i uklonili hiponeofagiju (inhibicija hranjenja uzrokovana novim
okruzenjem). Glodavci su oprezni kada jedu nedto novo. Sto je bolja navika, potrebno
je manje prilagodbe da bi se Zivotinje dobro kretale labirintom. Dobro trenirane
Zivotinje e trcati za nagradom. Takoder Zivotinje bi trebale biti u optimalnom stanju
uzbudenja za testiranje, stoga ih je potrebno ostaviti 5-10 minuta nakon Sto se
odnesu u prostoriju za testiranje. Ako testiramo odmah, biti ¢e viSe uzbudeni i nece
se modéi koncentrirati. Isto tako, ne smije ih se ostaviti sat vremena prije pocetka jer
e inace spavati i grijesiti zbog toga Sto su samo napola budni. Nadalje, Zivotinje se
moraju naviknuti na T-labirint. To se najbolje postize podizanjem svih vrata (na
zatvorenom labirintu), punjenjem hrane i stavljanjem cijele skupine Zivotinja iz jednog
kaveza (prethodno ograni¢eni hranom) u labirint na oko 3 min. Naposljetku,
Zivotinjama se dopusta da trce iz startne ruke (baze) s jednom rukom blokiranom
njezinim vratima. Dati su jednaki brojevi lijevih i desnih staza. Jednom kada se
Zivotinje naviknu, moZe se zapoceti s pokusom (Deacon i Rawlins, 2006).

Test se izvodio jedan put dnevno, a sastojao se od 10 pokusaja u trajanju od
90 sec. U prvom pokusaju hrana (Cokoladne kuglice) se stavila u samo jedan krak pri
¢emu je drugi krak ostao blokiran (forced trial). Nakon primoranog pokusaja,
mijenjala se pozicija hrane te je slijedila inverzija uc¢enja. Obavljen zadatak, odnosno
tocan odabir se racunao kada bi Stakor spontano alternirao iz kraka gdje je prethodno
bila hrana u suprotan krak i kusao hranu (Slika 20). Biljezio se broj alternacija izmedu
krakova. Buduci da miris igra glavnu ulogu, labirint mora biti ociS¢en izmedu

ispitivanja (brisanje vlaznim maramicama).
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Nagrada Nagrada

Slika 20. a) Baza T-labirinta, druge dvije ruke se nazivaju ciljne i obi¢no sadrze hranu kao
nagradu. b) Nagrade se postavljaju u obje ciline ruke dok je jedna (lijeva) ciljna ruka
blokirana vratima, te Zivotinja krece iz baze T- labirinta. c) 2ivotinja tréi do ciljne ruke koja
nije blokirana (desna) i prima nagradu (testna faza). d) Zatim se otvaraju vrata lijeve ciljne
ruke i Zivotinja se stavlja na pocetak T-baze. 2ivotinja sada treba odluciti koju ruku posjetiti,
istraziti (faza izbora) stoga postoje 2 scenarija. ) U prvom scenariju Zivotinja odabire tocan
izbor (ruku koja nije ranije posjeéivana) i prima nagradu. f) U drugom scenariju Zivotinja
odabire pogresnu ruku (vec posjeéivanu) i ostaje bez nagrade. Preuzeto i prilagodeno prema
He (2018)
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Test otvorenog prostora

Najvazniji specifi¢ni parametar koji se mjeri u testu otvorenog prostora (eng. Open
field test) je ukupna prijedena udaljenost (jedinica mjerenja cm) koja nam pokazuje
osnovnu aktivnost zivotinje. Ukoliko postoji razlika u ukupno prijedenoj udaljenosti
izmedu razliCitih skupina potreba je daljnja analiza, kao mjerenje ulaska u zone ili vrijeme
provedeno u odredenoj zoni. Skupina s injiciranim tau oligomerom i tau fibrilom pokazuje
smanjenu ukupno prijedenu udaljenost, odnosno smanjenu aktivnost u odnosu na
kontrole za vremensku tocku od 3 mjeseca, dok nakon 6 mjeseci nema statisticke
znacajnosti (Slika 21).

Buduci da postoji razlika u ukupno prijedenoj udaljenosti izmedu tretiranih skupina i
kontrola, mjerena je i tigmotaksija, tendencija Zivotinje da se drzi uza zid. Stupanj
tigmotaksije proporcionalan je s anksioznim ponaSanjem Zivotinje. Tigmotaskija se
povecava kako se povecava razina anksioznosti. U prvoj vremenskoj tocci, 3 mjeseca,
postoji statisticki znacajna razlika u mjerenoj tigmotaksiji izmedu skupina koje su primile
fibrile i oligomere te kontrolne skupine (Slika 22). Tretirane skupine provele su manje
vremena u centralnoj zoni, odnosno viSe vremena u perifernoj Sto sugerira povecanu
razinu anksioznosti u odnosu na kontrole. U drugoj vremenskoj tocci, 6 mjeseci, nema
statisticki znacajne razlike.

Broj ulazaka u centralnu zonu statisticki je vazan samo kod skupine tau fibrili u

drugoj vremenskoj tocci (Slika 23).
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Slika 21. Test otvorenog prostora: ukupna udaljenost. Stakori kojima je injiciran tau
oligomer (TO3M/6M) (n = 10), tau fibril (TF3M/6M) (n = 10) te fosfatni pufer (kontrole,

CTR3M/6M) (n = 10) podvrgnuti su testu otvorenog prostora. Mjerena je ukupna
prijedena udaljenost (u cm) u ogradenom polju i statisticki analizirana kako bi se
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prikazale bilo kakve razlike u kretanju. Iz rezultata je vidljivo da su skupine oligomeri i

fibrili prosli znatno manju udaljenost od njihovih kontrola u vremenskoj tocci od 3 mj.

Vrijeme u centralnoj zoni Vrijeme u centralnoj zoni
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Slika 22. Test otvorenog prostora: vrijeme provedeno u centralnoj zoni. Stakori kojima
je injiciran tau oligomer (TO3M/6M) (n = 10), tau fibril (TF3M/6M) (n = 10) te fosfatni
pufer (kontrole, CTR3M/6M) (n = 10) podvrgnuti su testu otvorenog prostora. Mjerilo se
vrijeme provedeno u centralnoj zoni i statisticki analiziralo kako bi se utvrdile razlike.
Vrijeme provedeno u perifernoj zoni mijeri tigmotaksiju i indikativno je ponaSanju
povezano s anksioznoS¢u. Iz rezultata je vidljivo da su skupine oligomera i fibrila manje
vremena proveli u centralnoj zoni Sto znaci da su vecinu vremena provodili u periferiji za
razliku od kontrola u vremenskoj tocci od 3 mjeseca. U vremenskoj tocci 6 mjeseci nema

statisticke znacajnosti.
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Slika 23. Test otvorenog prostora: broj ulazaka u centralnu zonu. Stakori kojima je
injiciran tau oligomer (TO3M/6M) (n = 10), tau fibril (TF3M/6M) (n = 10) te fosfatni
pufer (kontrole, CTR3M/6M) (n = 10) podvrgnuti su testu otvorenog prostora te se
biljezio broj ulazaka u centralnu zonu. Iz rezultata je vidljivo da skupine oligomeri i fibrili

u vremenskoj tocci 3mj pokazuju smanjen broj ulazaka, no ta razlika od kontrole ipak
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nije dovoljna da pokaze statisticku znacajnost. Statisticki znacajna razlika vidljiva je kod
skupine fibrili u vremenskoj tocci od 6 mj gdje je pokazano znatno veci broj ulazaka u
centar od skupina oligomera i kontrola.

Nadalje, vertikalno podizanje Zivotinje na obje straznje noge karakterizirano je kao
istrazivacko ponasanje i uzima se kao mjera anksioznosti u testu otvorenog prostora.
Pojedina istraZivanja ukazuju da je povec¢ano podizanje na noge povezano s povecanom
anksioznos¢u dok druga istrazivanja govore da je smanjeno podizanje povezano s
povecanom anksioznosti (Borta i Schwarting, 2005; Costall i sur., 1989). Podizanje bi se
moglo koristiti za razlikovanje anksioznog ponasanja od normalnog, istrazivackog. No,
rezultati tog parametra pokazuju da su se sve skupine u obje vremenske tocke
podjednaki broj puta podizale na straznje noge (Slika 24a).

Kada govorimo o vremenu koji prode do prvog podizanja na straznje noge, rezultati
pokazuju da je skupini oligomera u obje vremenske tocke trebalo znatno dulje vrijeme
od skupine fibrili i kontrola (Slika 24b).
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Slika 24. Test otvorenog prostora: broj podizanja i vrijeme do prvog podizanja. Stakori
kojima je injiciran tau oligomer (TO3M/6M) (n = 10), tau fibril (TF3M/6M) (n = 10) te
fosfatni pufer (kontrole, CTR3M/6M) (n = 10) podvrgnuti su testu otvorenog prostora te
se biljezilo vrijeme do prvog podizanja te ukupan broj podizanja na straznje noge.
Rezultati pokazuju da je skupini oligomera trebalo znatno dulje vremena da se podignu
na straznje noge od ostale dvije skupine u obje vremenske tocke, dok kod broj
podizanja nema statisticke razlike.

4.2. Test prepoznavanja novog objekta
Rezultati testa prepoznavanja novog objekta (eng. Novel object recognition test-
NORT) ne pokazuju statisticki znacajnu razliku u obje vremenske tocke izmedu skupina

koje su primile tau oligomer i tau fibril u odnosu na kontrolu (Slika 25).
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Slika 25. Rezultati testa prepoznavanja novog objekta (NORT). Diskriminacijski indeks,
izrazen kao odnos istrazivanja novog objekt prema starom, nije pokazao znacajne razlike
izmedu skupina (p = 0,60) tau oligomer (TO), tau fibril (TF) i kontrola (CTR). Dugoroc¢na
(24 h) memorija za prepoznavanje predmeta bila je netaknuta i za skupine koje su
primile tau oligomere i skupine koje su primile tau fibrile u 3 (A) i 6 mjeseci (B) nakon

injekcije.
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4.3. T-labirint test

Naizmjeni¢ni zadaci u T-labirintu (eng. T-maze) koriSteni su za procjenu radne
memorije Stakora. Nakon 3 mjeseca nagradeno ucenje u T-labirintu pokazalo je sporiju
krivulju ucenja s vise pogresnih izbora kod Stakora kojima su ubrizgani tau fibrili (-25%,
p <0,05) u usporedbi s kontrolnom i tau oligomer skupinom. Nakon 6 mjeseci skupina
oligomeri takoder pokazuju sporu krivulju, odnosno vise pogresnih izbora (-26%, p
<0,05) kao i skupina fibrili (-37%, p <0,05) (Slika 26).

A) T maze alternation task (3 months) B) T maze alternation task (6 months)
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Slika 26. Rezultati T-labirint testa u obliku postotka tocnih odabira, odnosno alternacije.
A) skupina koja je primila tau fibrile pokazala je manji postotak tocnog odabira 3
mjeseca nakon intracerebralne primjene u usporedbi s njihovom odgovarajucom
kontrolom u T-labirintu (-25%, p <0,05). B) skupina koja je primila tau fibrile (-37%, p
<0,05) i koja je primila tau oligomere (-26%, p <0,05) pokazale su loSiju radnu

memoriju 6 mjeseci nakon intracerebralne primjene u odnosu na njihovu kontrolu.
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5. ZAKLJUCAK

Anksiozno ponasanje vidljivo je u vremenskoj tocci od 3 mj kod skupina koje su primile
tau oligomer i skupina koje su primile tau fibril u testu otvorenog prostora zbog
smanjenog ukupnog kretanja te drzanju blizu zidova (tigmotaksija). Takvo ponaSanje
pokazala je i skupina oligomer nakon 3 i 6 mj kojoj je predugo vremena trebalo da se

podigne na straznje noge i istrazi prostor.

Procjena hipokampalne funkcije kao i funkcije ostalih kortikalnih regija ukljucenih u
prepoznavanje predmeta (NORT) nije pokazala oCigledan deficit ni u jednoj skupini
Zivotinja. DugoroCna (24 h) memorija za prepoznavanje predmeta bila je netaknuta u
skupini koja je primila tau oligomere i skupini koja je primila tau fibrile u obje istrazivane

vremenske tocke.

T-test, koriSten za procjenu radne (kratkoro¢ne) memorije, pokazao je sporiju krivulju
ucenja s vise pogresnih izbora nakon 3 mj od injiciranja kod skupine koja je primila tau
fibrile u usporedbi s kontrolnom i tau oligomer skupinom, dok se takve pogreske javljaju

kod skupine koja je primila tau oligomer tek nakon 6 mjeseci.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradli nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u nfemu navedeni.
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