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Una Smailovié

TERAPIJSKI UCINAK MULTIFUNKCIONALNOG KELATORA ZELJEZA M30 U
STAKORSKOM MODELU SPORADICNE ALZHEIMEROVE BOLESTI

1. SAZETAK

Stakori s intracerebroventrikularnom primjenom streptozotocina (STZ-icv) predlozeni su kao
model sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (sAD). Rad je imao za cilj ispitati terapijski potencijal
multifunkcionalnog kelatora Zeljeza M30 u STZ-icv Stakorskom modelu sAD-a. Odraslim Wistar
Stakorima je icv injiciran STZ (3 mg/kg) ili citratni pufer (kontrola). Pocevsi od 8. dana od icv primjene,
polovica STZ-icv skupine tretirana je oralno vodom (STZ), druga polovica s M30 (10 mg/kg 3x tjedno)
(STZ+M30), te su sve zivotinje Zrtvovane 2 tjedna nakon icv primjene. Ekspresija fosfo tau PHF13 i ATS8
proteina te fosfo i ukupne glikogen sintaze kinaze 3p (GSK3p) i ciklin ovisne kinaze 5 (CDK5) mjerena
je u hipokampusu pomoc¢u SDS-PAGE. Nakupljanje zeljeza u mozgu detektirano je histoloski bojanjem
Berlinskim modrilom. Primjena M30 smanjila je poveéanu ekspresiju p-tau-PHF13 (p<0,05) u STZ-icv
Stakorskom modelu, u usporedbi sa STZ-icv tretiranim Stakorima koji su primali samo vodu.
Ekspresija/aktivnost AT8 1 GSK3p ostala je nepromijenjena u svim grupama. Ekspresija CDKS5 bila je
znac¢ajno niza u STZ i STZ+M30 skupinama, u usporedbi s kontrolom (p<0,05). Primjena M30 znacajno
je smanjila pozitivan signal patoloski nakupljenog Zeljeza u mozgu STZ-icv Stakora. Nasi rezultati
podupiru neuroprotektivnu ulogu multifunkcionalnog kelatora zeljeza M30 i pruzaju dokaze molekularnih

mehanizama terapijskog djelovanja M30 u STZ-icv modelu sAD-a.

Kljucne rijeci: sporadi¢na Alzheimerova bolest, streptozotocin, M30
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THERAPEUTIC EFFECTS OF MULTIFUNCTIONAL IRON-CHELATING AGENT
M30 IN A RAT MODEL OF SPORADIC ALZHEIMER'S DISEASE

2. SUMMARY

Rats treated intracerebroventricularly with streptozotocin (STZ-icv) have been proposed as a
model of sporadic Alzheimer’s disease (SAD). We aimed to assess the therapeutic potential of a novel
multifunctional iron-chelating compound M30 in STZ-icv rat model. Adult male Wistar rats were injected
icv with STZ (3 mg/kg) or vehicle (control). STZ-icv injected rats were treated orally with water (STZ) or
M30 (10 mg/kg 3x a week) starting 8 days after icv treatment (STZ+M30), respectively, and sacrificed 2
weeks after icv treatment. Protein expression of phospho tau protein PHF13 and AT8, phospho and total
glycogen synthase kinase 3 (GSK3p) and cyclin-dependent kinase 5 (CDKS5) in hippocampus was
measured by SDS-PAGE. Brain iron levels were detected by Prussian blue iron staining. M30 treatment
decreased STZ-icv-induced increment in p-tau PHF13 expression (p<0.05), compared to STZ-icv
treatment alone. AT8 and GSK3[B expression/activity remained unchanged in all groups. CDKS5
expression was found significantly decreased both in STZ and STZ+M30 compared to the control
(p<0.05). M30 treatment reduced positive signal of pathological iron accumulation in the STZ-icv rat
brain. The results further support the neuroprotective role of multifunctional iron-chelator M30 and
provide evidence on the molecular mechanisms of the therapeutic potential of M30 in STZ-icv model of
SAD.

Key words: sporadic Alzheimer’s disease, streptozotocin, M30



3. UVOD

3.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (AD, prema engl. Alzheimer's disease) je degenerativna bolest mozga
karakterizirana progresivnim osteéenjem pamcenja i drugih spoznajnih funkcija. Najée$éi je uzrok
demencije ¢iji je broj oboljelih, posebno starije dobi, u stalnome porastu (Brinar et al. 2009). Prema
podacima Hrvatske udruge za Alzheimerovu bolest (HUAB) u Hrvatskoj danas ima oko 80.000 oboljelih
(HUAB). Postoji rijetki, familijarni i ucestali, sporadi¢an oblik bolesti (sAD, prema engl. sporadic
Alzheimer's disease). Uzork familijarne AD-e koja se nasljeduje autosomno dominantno mutacijom
odredenih gena, s pojavom simptoma prije 60. godine Zivota, je poznat, nasuprot SAD-a, koji se javlja

nakon 60. godine Zivota i nepoznatog je uzroka (Brinar et al. 2009).

3.1.1. Glavna neuropatoloska obiljezja AD-a

Glavna neuropatoloska obiljeZja AD-a su pojava senilnih (neuritickih) plakova, koji se sastoje od
patoloski nakupljenog beta amiloida (AB) okruzenog neuralnim izdancima (neuritima) i neurfibrilarnih
snopic¢a, nastalih patoloskim nakupljanjem hiperfosforiliranog tau proteina (p-tau, prema engl.
phosphorylated tau protein) u mikrotubulima (Perl 2010). Neuriticki amiloidini plakovi te inkluzije
neurofibrilarnih vlakana fosforiliranog tau proteina u pocetnoj su fazi bolesti lokalizirani u atrofijom
zahva¢enom hipokampusu, no u kasnijoj fazi bolesti ove su promjene lokalizirane i u ostalim kortikalnim
neuronima.

Neuriti¢ki plakovi sadrze AP koji nastaje proteolitickom razgradnjom transmembranskog amiloidnog
prekurskorskog proteina (APP, prema engl. amyloid precursor protein). Razgradnja APP-a putem beta- i
zatim gama-sekretaze, koje djeluje u transmembranskom podrucju APP-a, prevladava u AD-u i dovodi do
nastajanja AP s 40 — 42 aminokiseline (tzv. amiloidogeni metabolicki put). AB40 se nakuplja primarno u
stijenci krvnih zila (cerebralna amiloidna angiopatija), a AP42 je posebno sklon izvanstanicnom
patoloskom nakupljanju u obliku amiloidnih plakova Kkoji u konacnici uzrokuju smrt neurona. A takoder
sudjeluje u signalnom putu koji regulira fosforilaciju tau proteina pridruzenog mikrotubulima (MAPT,
prema engl. microtubule associated protein tau) (Brinar et al. 2009).

MAPT je vrsta tau proteina koja se nalazi i u zdravome mozgu, a sudjeluje u aksonalnom transportu,
agregiranju i stabiliziranju mikrotubula unutar stanice (Grundke-Igbal et al. 1986). Za normalno
funkcioniranje MAPT-a potrebna je ravnoteza izmedu fosforiliranog i nefosforiliranog oblika molekule.

Fosforilacija MAPT-a regulira njegovu sposobnost vezanja za mikrotubule, a ujedno i poti¢e njihovo
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nakupljanje. No, MAPT u hiperfosforiliranom stanju, kakav se nalazi u AD mozgu, gubi svoju biolosku
aktivnost. Promjene konformacije i pogresno savijanje normalno strukturiranog MAPT-a rezultira
njegovim patoloskim nakupljanjem i formiranjem vlaknastih struktura unutar neurona oboljelih od AD-a.
Pri normalnom stanju intaktni N- i C-terminalni krajevi tau proteina sprjeavaju njegovo nakupljanje, a
njihova patoloska fosforilacija potic¢e nastajanje ,,opustene” konformacije tau molekule. Takva struktura
proteina omogucuje medusobnu interakciju ,ljepljivih*“ domena i formiranje filamenata sparenih u
dvostruku uzvojnicu (PHF, prema engl. paired helical filament). Gusto¢a neurofibrilarnih snopica, koje
su gradene od PHF i rasprostranjeni po hipokampusu, entorinalnom Kkorteksu i neokorteksu, pozitivno

korelira sa stupnjem demencije (Kolarova et al. 2012; Brinar et al. 2009; Keck et al. 2003) (Slika 1.).

formiranje plakova

&
QOQD@ @

S oa
e e’y
APP
=
B-sekretaza
e —
membrana b <
y -sekretaza

- (
AKT -  PI3-K ‘/

¢ (=)
. = - X0

pad kognitivnih

Tfunkcija l /
S p - tau tau
p P P 4 fosforilacija

P P P defosforilacija
gubitak (PP2A)
tau funkcije i

p_p P .
/p\_/ p ""/
nakupljanje
p -tau

NFTs

Slika 1. Glavni patofizioloski putevi nastajanja AB plakova i neurofibrilarnih snopi¢a. APP = amiloidni prekursorski
protein, IR = inzulin receptor, P13-K = fosfoinozitid-3-kinazni put, Akt = protein kinaza B, GSK3p = glikogen
sintaza kinaza 3 beta, pGSK3p = fosfo glikogen sintaza kinaza 3 beta, PP2A = protein fosfataza 2A, CDKS = ciklin

ovisna kinaza 5, p-tau = fosforilirani tau, NTFs = neurofibrilarni snopi¢i, —® = stimulacija procesa.

Glikogen sintaza kinaza 3 beta (GSK3p, prema engl. glycogen synthase kinase 3 beta) i ciklin ovisna
kinaza 5 (CDKS5, prema engl. cyclin dependent kinase 5) posreduju aberantnu hiperfosforilaciju MAPT
proteina (Ballatore et al. 2007). GSK3B je multifunkcionalna serin/treonin protein kinaza koja je

ukljucena u regulaciju glikogen sintaze (Balaraman et al. 2006), a takoder ima vaznu ulogu u fosforilaciji
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MAPT-a na Serl99, Thr231, Ser396, Ser400, Ser404, i Ser413 u fizioloskim i patoloskim uvjetima.
Posebno je vazna fosforilacija na mjestu Ser396, koje je predlozeno kao kljuéni korak u razvoju
neurofibrilarnih snopic¢a (Kolarova et al. 2012; Li & Paudel 2006). CDKS5 je serin/treonin protein kinaza
koja fosforilira MAPT na vise mjesta: Thr181, Ser199, Ser202, Thr205, Thr212, Ser214, Thr217, Thr231,
Ser235, Ser396 i Ser404. MAPT, fosforiliran CDK5 kinazom, gubi sposobnost vezanja za mikrotubule,
svoju glavnu funkciju. Stoga, povecana aktivacija CDKS5 i GSK3p kinaza povecava koli¢inu formiranja

neurofibrilanih snopi¢a u AD mozgu preko hiperfosforiliranja MAPT-a (Perry et al. 2013) (Slika 1.).

3.1.2. Inzulinska rezistencija u mozgu u AD-u

Inzulin u mozgu sudjeluje u velikom broju razli¢itih funkcija. Osim Sto je glavni regulator
metabolizma glukoze, djeluje i kao neuromodulatorna i neuroendokrina molekula, igrajuéi vaznu ulogu u
neuralnom rastu i preZivljavanju (Cardoso et al. 2009). U odraslom mozgu, veéina inzulina podrijetlom je
s periferije gdje se sintetizira u B-stanicama gusterace, a mala se koli¢ina inzulina takoder sintetizira de
novo u mozgu (Wozniak et al. 1993). Jednako kao i na periferiji, inzulin u mozgu djeluje preko svoga
receptora (IR, prema engl. insulin receptor), koji pripada tirozin kinaznoj obitelji receptora. Vezanje
inzulina za izvanstaniénu domenu IR-a dovodi do aktivacije receptora i posljedi¢ne fosforilacije
tirozinskih ostataka razliCitih unutarstani¢nih supstrata. Fosforilirani unutarstani¢ni supstrati vode
regrutiranju i aktivaciji multiplih proteina i zapoc¢injanju nekoliko signalnih kaskada, od kojih su
najvaznije fosfoinozitid-3-kinazni (P13-K, prema engl. phosphoinositide 3-kinase) i mitogenom-aktivirani
protein kinazni (MAPK, prema engl. mitogen-activated protein kinase) signalni put. Aktivacija PI13-K
puta sudjeluje u aktivaciji protein kinaze B (PKB ili Akt, prema engl. protein kinase-B), koja potice
prezivljavanje neurona tako $to inaktivira proapoptoticke mehanizme. Osim toga, aktiviran PI3-K/Akt
signalni put fosforilira, i time inaktivira, GSK3f. Kako je GSK3p jedan od glavnih medijatora u
aberantnoj fosforilaciji tau proteina, inzulinska stimulacija bi, aktivacijom PI13-k/Akt puta, trebala imati
neuroprotektivni ucinak te smanjivati koli¢inu fosforiliranog tau proteina i promovirati njegovo vezanje
za mikrotubule (Correia et al. 2011).

U bolesnika sa SAD-om izmjerena je smanjena koli¢ina inzulina u cerebrospinalnoj tekucini i
povecéana razina u plazmi, dok je terapijska primjena inzulina (uz odrzavanje euglikemije) poboljsala
kognitivne sposobnosti ovih bolesnika (Watson & Craft 2004). U postmortalnim je istrazivanjima
bolesnika sa SAD-om pronadena smanjena gustoca i tirozin-kinazna aktivnost IR u mozgu te poremecaji u
PI3-K signalnom putu IR, posebno smanjena aktivnost PKB/Akt i povecana aktivnost GSK-3B, uz
smanjeni metabolizam glukoze u mozgu (Steen et al. 2005). Ovo je stanje inzulinske rezistencije u mozgu

sli¢no perifernoj inzulinskoj rezistenciji u dijabetesu tip 2, zbog Cega se smatra da bi sAD mogao biti
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oblik mozdanog dijabetesa tipa 2 (Hoyer 1998). Posljedi¢no, sve je vise dokaza koji upuéuju da bi
»inzulin-rezistentno stanje mozga“ moglo biti primarni patofizioloski dogadaj koji prethodi
neurodegenerativnim promjenama, barem u ovom endofenotipu sAD-a. Ovu hipotezu podupiru klini¢ka

ispitivanja koja pokazuju da je dijabetes tip 2 rizi¢ni faktor za nastanak AD-a (Cole & Frautschy 2007).

3.1.3. Patolosko nakupljanje Zeljeza u mozgu u AD-U

Zeljezo (Fe) je jedan od najvaznijih elemenata za gotove sve vrste stanica, ukljuéujuéi i stanice
mozga. Esencijalni je kofaktor mnogih proteina koji omogu¢uju normalno funkcioniranje neuralnog tkiva,
kao §to je enzim tirozin hidroksilaza koji je vazan za sintezu mijelina i neurotransmitera dopamina,
norepinefrina i serotonina (Beard et al. 2003). Zeljezo se moze histokemijski detektirati u gotovo svakom
stani¢nom tipu, preteZito Se nalazi u oligodendrocitima, ali ga takoder ima u neuronima, astrocitima i
mikrogliji. U normalnom je mozgu Fe §iroko rasprostranjeno, no progresivno se nakuplja tijekom starenja
i pri neurodegenerativnim procesima (Batista et al. 2012). Uz visoke koncentracije Zeljeza, u oboljelih od
neurodegenerativnih bolesti, pronadene su i mutacije gena povezane s metabolizmom Fe koje ukazuju na
povezanost poremecene regulacije Zeljeza i Zeljezom-induciranog oksidativnog stresa u mozgu, sa smréu
neurona i oSteéenjima mozga (Zecca et al. 2004). Nejasno je da li nakupljanje Zeljeza doprinosi
neurodegeneraciji ili je njena posjedica, odnosno je li moguce oboje (Horowitz & Greenamyre 2010).

Bioloska funkcija Zeljeza temelji se na njegovom redoks potencijalu koji dopusta ovom metalu
konverziju izmedu dvovalentnog (fero, Fe*") i trovalentnog kationa (feri, Fe**). Sposobnost doniranja i
primanja elektrona u raznim reakcijama osnova su fizioloske funkcije Zeljeza, no isto tako njegovo
patolosko nakupljanje moze voditi u oksidativno o$te¢enje mozga preko povecane produkcije slobodnih
radikala (Horrowitz & Greenamyre 2010). Fe** se reducira u Fe®* pomoéu superoksidnog radikala (O;").
Fe?* potom reagira s vodikovim peroksidom (H,0,) i na taj nadin generira visoko reaktivni slobodni
radikal; hidroksilni radikal (Fentonova reakcija). Kombinacija ovih dviju reakcija rezultira Haber-Weiss-
ovom reakcijom (reakcija O, i H,0,) pri kojoj se nakupljaju hidroksidni ion i hidroksilni radikal (O, +
H,O, — *OH + OH™ + O,); iznimno reaktivni radikali koji mogu biti okida¢i neurotoksi¢nosti. Stoga je
kontrola Fe homeostaze u mozgu klju¢na za odrzavanje normalne funkcije mozga (Batista et al. 2012).

Osim u okisdativnom stresu, Zeljezo ima ulogu i u nastanku drugih patoloskih obiljezja AD-a;
nakupljanja AP i neurofibrilarnih snopica (Kuperschmidt et al. 2012). AP je metaloprotein koji moze
vezati zeljezo, kao i ostale metale. lako su neka istrazivanja ukazivala na povoljnu sposobnost Ap da veze
zeljezo 1 time sprijeci oksidativni stres, pokazalo se da takvo vezanje Zeljezo promovira nakupljanje A i
posljedi¢nu neurotoksi¢nost. Zeljezo modulira ekspresiju APP-a mehanizmom sliénim regulaciji

translacije feritin mRNA preko Zeljezo-odgovaraju¢ih elemenata (IRE, prema engl. iron responsive
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elements) koji se nalazi u 5’UTR (5’UTR, prema engl. 5' untranslated region) regiji APP mRNA
(mRNA, prema engl. messenger RNA). Poremeceni metabolizam Zeljeza pra¢en umjerenim oksidativnim
stresom povecava sintezu APP-a preko APP-4’UTR regije, a kako je AP produkt APP-a, to ¢e voditi i
povecanom nakupljanju AP (Avramovich-Tirosh et al. 2008). Stoga, inhibicija APP translacije
posredovane preko APP 5'UTR regije ukazuje na mehanizam kojim bi kelatori zeljeza mogli biti
potencijalni terapeutici u lijeenju bolesnika oboljelih od AD-a.

Sli¢no utjecaju na AP, Fe** veZe i time potie nakupljanje hiperfosforiliranog tau proteina, §to vodi

nastanku neurofibrilarnih snopic¢a (Yamamoto et al. 2002).

3.1.4. Lijecenje AD-a

Unato¢ brojnim istrazivanjima, danasnja terapija AD-a samo je simptomatska, ne mijenja tijek bolesti
i ne usporava progresiju te ne dovodi do izljeCenja. Do sada su u svijetu i Hrvatskoj odobrena svega 4
lijeka za lijeenje AD-a (Katzung et al. 2011). Zbog srediSnjeg kolinergi¢nog deficita u AD-u, najveca je
pozornost posvecena kolinomimetickim lijekovima koji inhibiraju enzim kolinesterazu koji razgraduje
acetilkolin (donepezil, rivastigmin i galantamin). Mehanizam djelovanja memantina, ¢etvrtog odobrenog
oralnog lijeka temelji se na spre¢avanju prekomjerne aktivacije glutamatnih N-metil-D-aspartat receptora
i posljedi¢ne prekomjerne neuronalne stimulacije koja vodi neurodegeneraciji (ekscitotoksicnost)
(Katzung et al. 2011). Postoji neophodna potreba za otkrivanjem novih i klini¢ki u¢inkovitijih lijekova jer
dosadas$nja ispitivanja usmjerena primarno na patologiju Ap ili tau protein, nisu do sada uspjela poluciti
rezultat i dovesti do registracije novih i ucinkovitijih lijekova za lijeCenje AD-a. Obzirom da
patofiziologija ove bolesti ukljucuje razliite mehanizme, moguée je da bi se dizajniranje novih lijekova

trebalo temeljiti na njihovoj sposobnosti da istovremeno posjeduju nekoliko aktivnosti.

3.2. Stakorski model sAD-a izazvan sredi§njom primjenom streptozotocina

Eksperimentalni zivotinjski modeli koji vjerno oponaSaju patofiziologiju sAD-a, kao najcesceg
oblika te bolesti u ljudi, vazni su za istrazivanje patofiziologije i testiranja potencijalnih terapijskih
pristupa u lije¢enju sAD-a. Siroko koristeni modeli transgeni¢nih miSeva nastali su modifikacijom
razli¢itih gena koji su uglavnom povezani s prekomjernim stvaranjem AP (Duyckaerts et al. 2008) te su
stoga dobar model za familijarni, ali ne sporadi¢ni oblik AD-a. S obzirom na otkri¢e inzulin-rezistentnog
stanja mozga u humanom sAD-u, reprezentativnim modelom za sAD pokazao se ne-transgeni¢ni
Stakorski model dobiven primjenom streptozotocina u lateralne mozdane komore (STZ-icv, prema engl.

streptozotocin intracerebroventricular) (Salkovi¢-Petrigi¢ et al. 2013). STZ je betacitotoksi¢na tvar koja
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nakon periferne primjene djeluje selektivno toksiéno na P-stanice gusterate te dovodi do
eksperimentalnog dijabetesa tipa 1 (jednokratna visoka doza STZ) ili 2 (viSekratne nize doze STZ)
(Szkudelski 2001). Pokazalo se da primjena niskih doza STZ-a u lateralne mozZdane komore $takora
dovodi do nastajanja inzulinske rezistencije u mozgu, a takoder i oSteenja ucenja i pamcdenja,
kolinergi¢nog deficita, smanjenog metabolizma glukoze, oksidativnog stresa i neurodegenerativnih
promjena poput patoloskog nakupljanja AP u stijenci krvnih zila mozga, Sto pokazuje veliku sli¢nost sa
sAD u ljudi (Salkovié-Petrisi¢ & Hoyer 2007; 2013; de la Monte et al.- 2006). Isto tako STZ-icv primjena
u Stakora smanjuje ekspresiju IR-a, inzulin mRNA i povecava koli¢inu fosforiliranog tau proteina, APP i
AP u korteksu i hipokampusu (Griinblatt et al. 2007; de la Monte et al. 2006). Inzulin rezistentno stanje
mozga nastalo primjenom STZ-icv dovodi do smanjenja aktivnosti PI3-K/Akt puta i posljedi¢no
povecéane aktivnosti GSK3B (Deng et al. 2009). Pamcenje se pogorSava S vremenom proteklim od
primjene STZ (mjereno <2 tjedna) paralelno s nastankom znacajnih promjena u hiperfosforiliranosti tau
proteina u mozgu (Santos et al. 2012).

Prema literaturnim podacima, homeostaza Zeljeza nije do sada istraZzivana u mozgu STZ-icv
modela. STZ-icv Stakorski model pokazao se dobrim modelom za pretklini¢ka ispitivanja potencijalno
novih lijekova za lijeGenje sAD-a, te zbog bolje reprezentativnosti nego transgeni¢ni misji AD modeli
pruza bolje mogucnosti za translaciju rezultata u klinicka testiranja istih lijekova (Correia et al. 2011;
Salkovi¢-Petrisi¢ et al. 2013).

3.3.  M30 — multifunkcionalni kelator Zeljeza

M30 [5-(N-methyl-N-propargyaminomethyl)-8-hydroxyquinoline] je nova multifunkcionalna tvar
koja djeluje kao kelator Zeljeza, ali takoder i selektivno inhibira monoamino oksidazu A i B(MAO-Ai -
B, prema engl. monoamine oxidase A i B) u mozgu (s malim u¢inkom na perifernu MAO) te kao hvatac¢
slobodnih radikala djeluje antioksidativno. Do sada je u¢inak M30 ispitan in vitro i in vivo u modelima
neurodegenerativnih bolesti u kojima je pokazan njegov neuroprotektivan uéinak (Zheng et al. 2012).

IstraZivanja su pokazala da M30 moze kelirati Fe** ion i formirati stabilan kompleks liganda i
metala. Formirani (M30)sFe je redoks-inertni kompleks koji onemogucuje Fenton reakciju u kojoj se
stvaraju hidroksilni radikali, ¢ak ni u prisutosti snaznog reducirajueg agensa kao Sto je askorbinska
kiselina (Zheng et al. 2012).

Neuroprotektivni uc¢inak M30 in vitro uocen je u vidu antiapoptotic¢ke aktivnosti, regulacije
stanicnog ciklusa i poticanja rasta neurita. M30 poti¢e diferencijaciju neurona i povecava ekspresiju
hipoksijom-induciranog faktora 1 (HIF-1, prema engl. hypoxia-inducible factor) u kortikalnim neuronima

(Avramovich-Tirosh et al. 2010). HIF-1 je vazan transkripcijski faktor reguliran hipoksijom/ishemijom
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tkiva (Siddiq et al. 2008). Kelatori zeljeza kao M30, mogli bi funkcionirati kao tvari koje oponasajuéi
stanje hipoksije potic¢u ekspresiju HIF-1 i gena ovisnih o HIF-1, §to doprinosi prezivljavanju stanica,
regulaciji homeostaze Zeljeza i metabolizma energije u mozgu (Correia & Moreira 2010). Osim toga,
M30 povecava ekspresiju mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF, prema engl. brain-derived
neurotrophic factor) te GAP43 (GAP43, prema engl. growth associated protein 43) u kortikalnim
neuronima Stakora (Avramovich-Tirosh et al. 2010) koji imaju vaznu ulogu u prezivljavanju i
diferencijaciji mozdanog tkiva kao i aksonalnom rastu i formiranju sinapsa (Larsson et al. 1999; Latchney
et al. 2014).

Terapijski potencijal M30 u lije¢enju AD-a do sada je ispitan jedino u transgeni¢nih misjih AD
modela. Svakodnevna oralna primjena M30 (1 i 5 mg/kg) u APP/PS1 transgeni¢nih miseva kroz 9
mjeseci dovela je do znacajnog poboljSanja kognitivnog deficit, anksioznosti i ponaSanja vezanog uz
parenje (Kupershmidt et al. 2012). M30 je smanjio koli¢inu akumuliranog Zeljeza u mozgu zajedno sa
smanjenjem ostalih fenotipskih karakteristika AD-a: APP-a, ukupnog AP proteina i broja amiloidnih
plakova te fosforiliranog tau proteina. M30 je takoder smanjio ekspresiju CDK5 i poveéao ekspresiju
PKB te time i povecao fosforilaciju GSK3 (tj. uzrokovao smanjenje aktivnosti GSK3p) (Kupershmidt et
al. 2012).

Za daljnju karakterizaciju farmakoloSkih u¢inaka M30 neophodno je ispitati terapijski potencijal
ove tvari 1 u eksperimentalnom sporadi¢nom obliku AD, odnosno u STZ-icv modelu. Preliminarna, jo§
neobjavljena istrazivanja mentora ovog rada pokazala su da primjena M30 5 dana prije (svakodnevno
kroz 5 dana) ili poCevsi od 8 dana nakon (svaki drugi dan tijekom <3 mjeseca) icv primjene STZ,
spreCava nastanak poremecaja ucenja i pamcenja u STZ-icv Stakorskom modelu te ima antioksidativni
uéinak u mozgu, ali ostali molekularni mehanizmi ovog neuroprotektivnog ucinka M30 u STZ-icv

Stakorskog modela do sada jo$ nisu ispitani.



4. HIPOTEZA

Multifunkcionalni kelator zeljeza M30 ima neuroprotektivan u¢inak na neuropatoloska obiljezja
eksperimentalne sporadi¢ne Alzheimerove bolesti u STZ-icv Stakorskom modelu; smanjuje patoloSko

nakupljanje Zeljeza u mozgu i hiperfosforilaciju tau proteina u hipokampusu.

5. OPCI CILJ I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Op¢i cilj rada je ispitati protektivan uc¢inak multifunkcionalnog kelatora zeljeza M30 na patofizioloska

obiljezja u mozgu STZ-icv Stakorskog modela sporadicnog AD-a.
Specifi¢ni ciljevi rada:

1. Ispitati uéinak kratkotrajne primjene M30 na ekspresiju fosforiliranih PHF13 i AT8 oblika tau-
proteina u hipokampusu STZ-icv stakorskog modela 2 tjedna nakon icv davanja te provjeriti je li
taj u¢inak posredovan djelovanjem M30 na aktivnost/ekspresiju GSK3p i CDKS kinaza.

2. Ispitati u¢inak kratkotrajne primjene M30 na patolosko nakupljanje Zeljeza u mozgu STZ-icv

Stakorskog modelu sAD-a 2 tjedna nakon icv davanja.



6. MATER

IJAL | METODE

6.1. Materijal

6.1.1. Kemikalije

U pokusima su koriStene kemikalije, reagensi i protutijela navedena u Tablici 1.

Tablica 1. Kemikalije, reagensi i protutijela koriStena u pokusima.

Vrsta Naziv | Sifra | Kompanija
PROTUTIJELO
anti-phoshpo (Ser396) tau PHF13 #T7319 Sigma-Aldrich (Munich,
Njemacka)
anti-phoshpo (Ser 202/Thr205) tau AT8 #MN1020 Thermoscientific
(Rockford, IL, SAD)
anti-phospho (Ser9) GSK3p #9322 Cell-signaling (Danvers,
MA, SAD)
anti-total GSK3a/p #44-610 In vitrogen (Camarillo,
CA, SAD)
primarno anti-CDK5 #SC-173 Sa_mtaCruz
Biotechnology
(Heidelberg, Njemacka)
anti-GAPDH #IMG-5143A Imgenex
San Diego, CA, SAD)
anti-actin #A5441 Sigma-Aldrich (Munich,
Njemacka)
anti-mouse-1gG-HRF-linked #7076S Cell-signaling (Danvers,
sekundarno MA, SAD)
anti-rabbit-1gG-HRF-linked #7074S Cell-signaling (Danvers,
MA, SAD)
KEMIKALIJE streptozotocin #S0130 Sigma-Aldrich (Munich,
Njemacka)
proteaza inhibitor #P8340 Sigma-Aldrich (Munich,
Njemacka)
temed (N,N,N’,N’- #79281 Sigma-Aldrich (Munich,
Tetramethylethylenediamine) Njemacka)
Tween #P5927 Sigma-Aldrich (Munich,
Njemacka)
marker proteina #161-0373 Bio-Rad
(Hercules, CA, SAD)
REAGENSI kemiluminiscent #34095 Thermoscientific
(Rockford, IL, SAD)

U pokusima su takoder koriStene supstancije donirane ljubazno$¢u suradnika mentora ovog rada: M30 (5-
{N-methyl-N-propargylaminomethyl}-8-hydroxyquinoline), donacija prof. Moussa Youdima, (Eve Topf

Center of Excellence, Technion, Haifa, Izrael) i Crvenilo za bojanje jezgara (Nuclear fast red), donacija

prof. Camelia Monoranu (University of Wiirzburg, Department of Pathology, Njemacka).




6.1.2. Zivotinje

Pokusi su provedeni na muskim Wistar Stakorima (N=21) starim 3 mjeseca, tjelesne tezine 250-
300 g (vlastiti uzgoj Zavoda za Farmakologiju Medicinskog fakulteta, dozvola br. HR-POK-007). U in
ViVO istrazivanjima pracene su smjernice Zakona o zastiti zivotinja (NN 135/06), Zakona o izmjenama i
dopunama Zakona o zastiti zivotinja (NN 37/13) i Pravilnika o zastiti Zivotinja koje se koriste u
znanstvene svrhe (NN 55/13). Za obavljanje pokusa na projektu, kojeg je ovaj znanstveni rad dio,
dobivena je dozvola Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (Ur. Broj: 04-
1343-2006).

6.2. Metode

6.2.1. Izrada eksperimentalnog modela sporadicne Alzheimerove bolesti

Stakorski model sporadiéne Alzheimerove bolesti izaziva se sredi§njom primjenom
streptozotocina (STZ) u lateralne mozdane komore (intracerebroventrikularno/icv/). Stakori su podvrgnuti
kratkom kirur§kom postupku prvi i tre¢i dan pokusa, u opcoj anesteziji izazvanoj intraperitonealnom
primjenom ketamina (60 mg/kg) i ksilazina (5-10 mg/kg). Napravi se rez koze i potkoznog tkiva na vrhu
glave, prethodno oSiSane u opsegu 1 cm. Potom se elektricnom busilicom (NSK Ultimate XL, Hoffman
Estates, IL, SAD) s lijeve i desne strane napravi otvor (~1 mm) u parijetalnoj kosti, 1,5-2 mm dijagonalno
od krizanja sagitalnog i koronarnog Sava prema ranije opisanom postupku (Noble et al. 1967.),
kontinuirano koristenom u laboratoriju mentora ovog rada od 1990. godine (Lackovié¢ & Salkovi¢ 1990).
U lijevu i desnu lateralnu mozdanu komoru uvodi se vrlo fina i tanka injekciona igla (MICROLITER
syiringe 10 uL, Hamilton, Hochst, Njemacka) na dubinu od 4 mm, pomoc¢u koje se daje STZ, otopljen u
0,05 M citrathom puferu (pH 4,5) u dozi od 3 mg/kg i volumenu prilagodenom tezini zivotinje (4 uL/300
g, odnosno 2 uL po ventrikulu). U ovom ispitivanju, STZ je primijenjen u 14 Stakora. Kontrolna skupina

Stakora (N=7) na isti je naéin u op¢oj anesteziji umjesto STZ primila samo pufer.

6.2.2. Primjena M30

Stakori kojima je primijenjen STZ, podijeljeni su u dvije eksperimentalne skupine (N=7/skupini).
Pocevsi od osmog dana nakon prve primjene STZ, jedna od ove dvije skupine dobivala je per os M30 (10
mg/kg) otopljen u pitkoj vodi svaki drugi dan (ukupno 3 doze M30), pomocu gastricne sonde, u
volumenu prilagodenom tezini zivotinje (1 mL/ 250 g) (oznaka skupine STZ+M30). Druga skupina s

prethodno primijenjenim STZ (oznaka skupine STZ), kao i kontrolna skupina (oznaka skupine Kontrola)
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na isti su nacin, u istom volumenu i kroz isto vrijeme, putem gastricne sonde dobivale samo pitku vodu

(Slika 3). Tijekom pokusa jedna je Zivotinja iz STZ+M30 skupine uginula tijekom postupka anesteziranja.

voda po
-7 {kontrala)
pufer icw
5TZ + voda po
R =F==1 -
2 = = N poyerys
oW —
—_ 1 1 1 ~
] | | I | 1 -
1 3 8 10 12 14 dani
Irtvovanje
PHF13
& T ATE
histoloika analiza wWestern blot analiza pGSK3E
{bojanje Zeljeza na presjeku mozga) {hipokampus) 1GSK3a/B

CDKS
Slika 3. Plan pokusa. STZ-icv = streptozotocin-intracerebroventrikularno; po = per os; PHF13 = fosfo (Ser396) tau

protein, AT8 = fosfo (Ser 202/Thr205) tau protein, pGSK3p = fosfo glikogen sintaza kinaza 3 beta, tGSK3a/p =
ukupna glikogen sintaza kinaza 3 alfa/beta, CDK5 = ciklin ovisna kinaza 5.

6.2.3. Postupak zrtvovanja i uzimanja bioloskog materijala

Sve su zivotinje Zrtvovane 14 dana (2 tjedna) nakon prve icv primjene STZ/citratnog pufera, u
dubokoj anesteziji (tiopental 50 mg/kg, /diazepam 6 mg/kg) pri ¢emu je u 6 Zivotinja iz svake skupine
nakon dekapitacije izvaden mozak, obostrano izoliran hipokampus (HPC, prema engl. hippocampus) i
zamrznut u tekué¢em dusiku, te pohranjen na -80°C. Preostale su Zivotinje (1 iz svake skupine) u dubokoj
anesteziji podvrgnute transkardijalnoj perfuziji s 4% paraformaldehidom (PFA, prema engl.
paraformaldehyde) otopljenim u fosfatnom puferu (2 g KCI; 11,3 g Na,HPO,; 90 g NaCl; 2 g KH,PO, do
1 L dH,0). Zahvat zapocinje kada je disanje zivotinje plitko i sporo. OS$trim $karama se napravio rez kroz
kozu i miSi¢e toraksa u medijalnoj aksilarnoj liniji s lijeve i desne strane, prerezala dijafragma i lateralni
dijelovi rebara te igla s fiziolo§kom otopinom (0.9% NaCl) uvela u lijevu klijetku. Skarama se napravio
mali rez na desnoj pretklijetci i otpustila fizioloska otopina kroz iglu za perfuziju. Pricekalo se da koza i
sluznica u potpunosti problijede, a tekuc¢ina koja izlazi iz prerezane pretklijetke postane bistra (fizioloSka
otopina je zamijenila krv). Zaustavio se tok fizioloske otopine te propustio protok PFA. Postupak je
prestao nakon protoka od 200-250 mL PFA te potpunog otvrdnuca tijela Zivotinje. Potom je izvaden cijeli

mozak i stavljen u 4% puferirani PFA za histolosku analizu.
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6.2.4. Homogeniziranje tkiva

Za izolaciju proteina, tkivo hipokampusa (~20 mg/uzorku) stavljeno je u 500 uL otopine pufera
za lizu stanice (1 M trisa pH 8,0; 1 M NaCl; 0,005 M EDTA; 1 M DTT; 0,01 M natrij vanadata) i
proteaza inhibitora (1:100) nakon ¢ega je homogenizirano pomocu sonikatora (Microson Ultrasonic Cell
Disruptor XL, Manassas, VA, SAD). Homogenat je centrifugiran 10 minuta na 12 500 g i 4 °C (Biofuge
frescko heraeu, Hanau, Njemacka), a dobiveni supernatant je ukupni stani¢ni lizat, koji smo odvojili i

pohranili na -80 °C.

6.2.5. Mjerenje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u uzorcima ukupnog stani¢nog lizata odredena je spektrofotometrijski
metodom po Lowry-u (Lowry et al. 1951). Pripremi se uzorak koji se sastoji od 10 pL ukupnog stani¢nog
lizata i 2 mL reagensa bakrova sulfata (49 mL otopine 2% Na,COs u 0,1 M NaOH i 1 mL otopine jednake
koli¢ine 1% CuSO, 5H,0 i 2% NaK tartarata) te priceka 10 min. Nakon toga se dodaje 0,2 mL folin
reagensa (H,O i Folin-ciocalteu, 2:1) te se uzorci promijeSaju. Nakon 30 min uzorcima Se
spektrofotometrijski odreduje absorbancija nastale plave boje (pri valnoj duljini 750 nm) (Iskra HPV 220,
Slovenija). Za mjerenje koncentracije proteina koriSten je standard koncentracije 15 mg/mL (otopina

albumina govedeg seruma). Kao slijepa proba koristeno je 10 uL 0,1 N HCI.

6.2.6. Western blot analiza

Za odredivanje ekspresije pojedinih proteina koriSten je postupak elektroforeze za razdvajanje
proteina na poliakrilnom gelu pod utjecajem napona i ovisno 0 molekularnoj masi. Razdvojeni proteini
prenose se na nitroceluloznu membranu te vizualiziraju imunosnim obiljezavanjem pomoc¢u primarnih i
sekundarnih protutijela i detektiraju pomocu kemiluminiscencije (Western blot analiza). Uzorci su
pripremljeni uzimanjem jednake koli¢ine proteina i pufera za nanoSenje na gel (sample pufer [2 mL
glicerola; 6 mL 10% SDS; 2,5 mL 1 M trisa pH 6,7; 2-4 mg bromfenol plavila] i 10% B-merkaptoetanola)
te kuhanjem 10 min na 100 °C (Rotilabo-Block-Heater H 250, Roth, Niirnberg, Njemacka). Paralelno je
pripremljen 9%-tni SDS-poliakrilamidni gel za razdvajanje (4,3 mL H,O; 2,5 mL trisa pH 8,8; 3 mL 30%
akrilamid/bisakrilamida; 100 pL 10% APS-a [amonij persulfat] i 6,6 pL temeda), te SDS-polikrilamidni
gel za sabijanje (3,05 H,O; 1,25 mL trisa pH 6,8; 0,65 mL 30% akrilamid/bisakrilamida; 40 uL 10%
APS-a i 5 pL temeda). Nakon kratke centrifuge uzoraka (1 min na 13 000 g, Mikro 120, Hettich,
Njemacka), uzorci se nanose na gel u koncentraciji od 35 pg. U prvu jazicu se stavlja 2 pL proteinskog
markera (standard molekularnih tezina). Gelovi se stavljaju u pufer za elektroforezu (10 g SDS-a u 100

mL H,0; 30 g trisa i 115,2 g glicina otopljenih u 1 L H,0) te se proteini razdvajaju 60 min na 150 V i 400
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mA (Bio-Rad PowerPac Basic, Hercules, CA, SAD). Nakon razdvajanja, proteini se prenose na
nitroceluloznu membranu 60 min mokrim transferom (pufer za transfer proteina: 105 g glicina i 22,32 g
trisa otopljenih u 1 L H,0) na 100 V i 400 mA. Membrane su potom izvadene te nakon provjere
uspjesnosti elektroforeze i transfera proteina pomoc¢u Ponceau otopine (0,1% Ponceau otopina u 5%-tnoj
octenoj kiselini) isprane u puferu (pH 7,5; 1,211 g trisa i 8,766 g NaCl u 1 L H,0). Nespecifi¢no vezanje
protutijela za membranu sprije¢eno je inkubacijom membrane u mlijeku - blok (1 g nemasnog mlijeka u
prahu; 20 mL pufera; 100 pL Tween-a) tijekom 1 sata na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja
membrane su inkubirane preko noc¢i na 4 °C s antitijelima otopljenima u blok otopini (razrjedenja PHF13
1:500; AT8 1:400; pGSK3p 1:1000; tGSK3a/p 1:5000; CDKS5 1:1000). Sljede¢i dan, nakon inkubacije,
membrane su tri puta isprane u puferu i inkubirane 1 sat na sobnoj temperaturi s odgovaraju¢im
sekundarnim protutijelom (anti-mouse 1:2000, anti-rabbit 1:2000) razrijedenim u blok otopini. Nakon
sekundarnog protutijela, membrane su isprane te inkubirane s kemiluminiscentnom otopinom
(luminol:peroksid 1:1) i proteini su prikazani i slikani pomo¢u kamere (DNR Bio-Imaging Systems
MicroChemi, Jerusalem, Israel). Nakon detektiranja proteina svaka membrana je dodatno inkubirana s jo$
jednim protutijelom (aktin 1:3000 ili GAPDH 1:2000; 4 °C; preko no¢i) koji sluzi kao kontrola nanoSenja

proteina na gel.

6.2.7. Priprema histoloskih preparata

Mozak pohranjen u 4% puferiranom paraformaldehidu idué¢i smo dan dehidrirali uranjanjem u
rastu¢e koncentracije alkohola (70%-1h; 70%-1,5h; 96%-1h; 96%-1,5h; 96%-2h; 100%-1h; 100%-2h),
zatim ksilola (ksilol-1h; ksilol-1,5h) i parafina (3x 2h) te uklopili u parafin. Tkivo je nakon toga narezano
na kliznom mikrotomu (Leica SM 2010R, Wetzlar, Njemacka) na debljinu od 8 pum i zalijepljeno na

predmetna stakalca.

6.2.8. Bojanje zZeljeza Berlinskim modrilom

Prerezi mozgova su deparafinizirani i rehidrirani pomocu serijskog uranjanja u alkohole (2x 10
min u ksilenu, 2x 5 min u 100%, 96% i 70% alkoholu) te potom isprani destiliranom vodom (dH,O).
Nakon toga su uronjeni u otopinu kalijeva heksacijanoferata (KHCF/ Ks[Fe(CN)g]) i klorovodi¢ne
kiselina na 30 minuta. Nakon ispiranja u dH,O stakalca su uronjena u 0,1% otopinu crvenila za bojanje
jezgara na 15 minuta i potom isprana u dH,O. Slijedi dehidracija preparata uranjanjem u seriju alkohola

(3x 70%, 96%, 100% alkohola te potom u ksilenu) nakon ¢ega su prekrivena pokrovnim stakalcima.
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Analiza histokemijskih postupaka te dokumentiranje fotografiranjem analizirano je pomocéu Olympus

mikroskopa i cellSense programa (Olympus, Tokyo, Japan).

6.2.9. Statisticka analiza

Rezultati su prikazani u obliku srednje vrijednosti + standardna greska (SD, prema engl. standard
deviation). Vrijednosti ekspresije proteina u Western blot analizi predstavljaju relativnu koli¢inu proteina
dobivenu omjerom koli¢ine mjerenog proteina i koli¢ine aktina (ili GAPDH) u mjerenom uzorku.
Statisticka analiza provedena je Kruskal-Wallis ANOVA median testom te Mann-Whitney U-testom, uz
odabranu razinu znacajnosti p < 0,05 (p vrijednosti manje ili jednake 0,05 smatrane su statisticki

znacajnima).
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7.  REZULTATI

7.1. U¢inak M30 na neuropatoloske promjene u mozgu STZ-icv modela SAD

Ispitan je uc¢inak akutne primjene M30 (10 mg/kg p.o., ukupno 3 doze unutar tjedan dana) na
hiperfosforiliranost tau proteina u hipokampusu, kao jednom od glavnih neuropatoloskih obiljezja AD-a.
Tau protein moze biti fosforiliran na razli¢im mjestima svoje molekule, od kojih je u ovom radu ispitana
ekspresija oblika tau proteina fosforiliranih na Ser396 (PHF13) i Ser202/Thr205 (AT8) te glavnih kinaza

odgovornih za fosforilaciju upravo na ovim mjestima, GSK3p i CDKS5.

7.1.1. Ucinak M30 na ekspresiju p-tau u hipokampusu

U odnosu na kontrolnu skupinu, u hipokampusu STZ-icv tretiranih §takora, 2 tjedna nakon STZ-
icv primjene, nadena je statisticki znacajno veca (+44,92%) ekspresija p-tau-PHF13 (p=0,0062) (Slika 4.).
U STZ-icv tretiranih $takora koji su naknadno dobili ukupno tri doze M30, ekspresija p-tau-PHF13 bila je
znacajno manja (-25,74%) u odnosu na istu u STZ-icv tretiranih Stakora koji nisu dobili M30 (p=0,006) i

nije se razlikovala od vrijednosti izmjerenih u kontrolnoj skupini (Slika 4.).

hipokampus - p-tau - PHF13
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Slika 4. Ekspresija p-tau-PHF13 proteina u hipokampusu streptozotocin (STZ)-icv-tretiranih Stakora nakon
primjene ukupno tri doze M30 (10 mg/kg), mjereno 2 tjedna nakon STZ-icv primjene. a) Prikaz reprezentativne
membrane s elektroforetskim razdvajanjem proteina hipokampusa obiljezenih PHF13 protutijelom (p-tau) i aktinom
iz uzoraka hipokampusa kontrolne, STZ i STZ+M30 skupine. b) Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina £SD,
*p<0,05 vs kontrola i **p<0,05 vs STZ prema Kruskal-Wallis ANOVA i Mann Whitney U testu.

Ekspresija p-tau-AT8 u hipokampusu STZ-icv tretiranih $atkora, 2 tjedna nakon STZ-icv

primjene, nije se razlikovala od iste u kontrolnoj skupini (p>0,05) (Slika 5.). Skupina STZ-icv tretiranih
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Stakora koji su naknadno dobili ukupno tri doze M30 nije pokazala statisti¢ki zna¢ajnu razliku u ekspresiji
p-tau-AT8 u odnosu na STZ-icv skupinu koja nije dobila M30 (p=0,0853), unato¢ tendenciji smanjenja
ekspresije

(-47,80%), moguce zbog velikih odstupanja pojedinih vrijednosti unutar skupine (Slika 5.).

hipokampus- p-tau - AT8
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Slika 5. Ekspresija p-tau-AT8 proteina u hipokampusu streptozotocin (STZ)-icv-tretiranih Stakora nakon primjene tri
doze M30 (10 mg/kg), mjereno 2 tjedna nakon STZ-icv primjene. a) Prikaz reprezentativne membrane s
elektroforetskim razdvajanjem proteina hipokampusa obiljeZzenih AT8 protutijelom (p-tau) i aktinom iz uzorka
hipokampusa kontrolne, STZ i STZ+M30 skupine. b) Rezultati su izraZeni kao aritmeti¢ka sredina +SD, p=0,0853
za STZ+M30 vs STZ prema Mann Whitney U testu.

7.1.2. Uc¢inak M30 na GSK3p i CDKS5 u hipokampusu

GSK3p kinaza ima vaznu ulogu u fosforilaciji tau proteina, izmedu ostalih i na mjestu Ser396
(detekcija putem anti-PHF13 protutijela), a njenu aktivnost moZemo neizravno mjeriti putem odredivanja
omjera ekspresije fosforiliranog enzima (pGSK3P) koji predstavlja njezin inaktivni oblik i ukupne
koli¢ine enzima koja obuhvaca i fosforilirani i nefosforilirani oblik (p/tGSK3p). Ekspresija tGSK3(
mjerena je pomocu protutijela koje vizualizira obje izoforme, GSK3B i GSK3a, a za potrebe ovog
istrazivanja odredivana je samo ekspresija GSK3p.

Nasi rezultati pokazuju da nema znacajne razlike u ekspresiji pGSK3p i tGSK3p te stoga ni u
omjeru fosforiliranog i ukupnog enzima (p/tGSK3p), odnosno neizravno u aktivnosti GSK3p, izmedu
kontrolne skupine i STZ-icv tretiranih skupina (2 tjedna nakon STZ-icv primjene) bez obzira na primjenu
M30 (Slika 6.).

16



(46 kDa)

s S > | GAPDH(36kDa

IR TR PR WS W T BER e TR PGSK3p

STZ + M30 STZ kontrola
b)

: ‘ —» | GSK3a.(51 xDa)
o S B :

e ey — [ GAPDH(36kD |

J
Y Y Y

STZ + M30 STZ kontrola
c)
hipokampus - pGSK3pB hipokampus - tGSK3p
2.5 3 -
g2 2 £ I
0 4

kontrola STZ STZ+M30 kontrola STZ STZ+M30

D hipokampus - p/t GSK3B
0.9
0.8 -
_E 0.7 -
S 06 -
,T%- 0.5 -
E 04 -
.—% 0.3
% 0.2 -
0.1 -+
o - |

kontrola STZ STZ+M30

Slika 6. Ekspresija pGSK3p i tGSK u hipokampusu streptozotocin (STZ)-icv tretiranih Stakora nakon primjene
ukupno tri doze M30 (10 mg/kg), mjereno 2 tjedna nakon STZ-icv primjene. a) i b) Prikaz reprezentativnih
membrana s elektroforetskim razdvajanjem proteina hipokampusa obiljezenih pGSK3f (a) i tGSK3w/p (b)
protutijelom te pripadaju¢im GAPDH iz uzorka hipokampusa kontrolne, STZ i STZ+M30 skupine. ¢) i d) Rezultati

su izrazeni kao aritmeti¢ka sredina +£SD. GSK3 = glikogen sintaza kinaza 3.
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CDKS fosforilira tau protein na vise mjesta, izmedu ostalih i na Ser202/Thr205 (detekcija putem
anti-AT8 protutijela). U odnosu na kontrolnu skupinu, u hipokampusu STZ-icv tretiranih $takora, 2 tjedna
nakon STZ-icv primjene, nadena je statisticki znacajno smanjena ekspresija CDKS5 bez obzira jesu li

kasnije dobili tri doze M30 (-34,58%, p=0,004) ili ne (-22,51%, p=0.0228) (Slika 7.).

hipokampus- CDK5
a) b) 1 - % *

T ———

— N — — . —— — —
2 KDa)

. )t . [ :

STZ +M30 STZ kontrola

relativna koli¢ina proteina

kontrola STZ STZ+M30

Slika 7. Ekspresija CDKS5 u hipokampusu streptozotocin (STZ)-icv tretiranog Stakora nakon primjene tri doze M30
(10 mg/kg), mjereno 2 tjedna nakon STZ-icv primjene. a) Prikaz reprezentativne membrane s elektroforetskim
razdvajanjem proteina hipokampusa obiljezenih CDKS protutijelom i aktinom iz uzoraka hipokampusa kontrolne,
STZ i STZ+M30 skupine. b) Rezultati su izrazeni kao aritmeti¢ka sredina £SD, *p<0,05 vs kotrola prema Kruskal-
Wallis ANOVA i Mann Whitney U testu.

7.2. U¢inak M30 na patohistoloSke promjene - nakupljanje Zeljeza u mozgu
STZ-icv modela sAD-a

Prerezi mozga kontrolne skupine kojoj se u lateralne mozdane komora (icv) injicirao samo
citratni pufer, pokazuju umjeren pozitivni signal nakupljanja Zeljeza primarno u rubnom podruéju
hipokampusa uz lateralne mozdane komore (Slika 8.). Najizrazeniji signal, kako intenzitetom tako i
raspodjelom u vec¢em opsegu kortikalnog tkiva, naden je u STZ-icv tretiranih stakora, $to upucuje na
povecéano nakupljanje Zeljeza u tkivu mozga STZ-icv modela sAD-a. Primjena ukupno tri oralne doze
M30 (10 mg/kg) znacajno je smanjila nakupljanje Zeljeza u mozgu STZ-icv tretiranih $takora, mjereno 2
tjedan nakon icv primjene, s jedva vidljivim, mjestimi¢nim signalom slabog intenziteta u podruéju

korteksa, koji je intenzitetom i opsegom bio slabiji od istog u kontrolnoj skupini (Slika 8.).
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Slika 8. Prikaz reprezentativnog prereza mozga Stakora (kontrolne, STZ i STZ+M30 skupine) u predjelu parijetalnog
kortkesa (PK), hipokampusa (HPC) i lateralnih mozdanih komora (LMK) na mjestu prolaska injekcione igle pri icv
davanju streptozotocina (STZ) ili pufera, nakon bojanja Berlinskim modrilom za detekciju Zeljeza. Analiza je
provedena 2 tjedna nakon icv primjene pufera/STZ. Bojanje Zeljeza Berlinskim modrilom vidljivo je kao plavo

obojani pozitivni signal feri iona (oznaceno strelicom). Uvecanje 10x.
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8. RASPRAVA

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da multifunkcionalni kelator zeljeza, M30, ima
neuroprotektivan u¢inak u in vitro i in vivo modelima neurodegenerativnih bolesti (Zheng et al. 2012), a
terapijski potencijal u lijeenju eksperimentalnog AD-a do sada je ispitan jedino u transgeni¢nih misjih
modela (Kupershmidt et al. 2012), karakteristi¢nih za rijetki, familijarni oblik ove bolesti. Svakodnevna
oralna primjena M30 (1 i 5 mg/kg) u APP/PS1 transgeni¢nih miSeva kroz 9 mjeseci dovela je do
znacajnog poboljSanja kognitivnog deficita, smanjenja koli¢ine akumuliranog Zeljeza u mozgu zajedno sa
smanjenjem ostalih fenotipskih karakteristika AD-a: APP-a, ukupnog AP proteina i broja amiloidnih
plakova te fosforiliranog tau proteina (Kupershmidt et al. 2012).

Preliminarna (u tijeku recenzija revidiranog rukopisa u Life Sciences-u) istrazivanja mentora
ovog rada, pokazala su da dugotrajna (2-11 tjedana) oralna primjena M30 (10 mg/kg) znacajno
poboljsava ucenje i pamcenje u STZ-icv tretiranih Zivotinja koje predstavljaju model sporadi¢nog oblika
AD-a (u tijeku recenzija revidiranog rukopisa u Life Sciences-u), ali se molekularni mehanizam ovog
terapijskog ucinka, osim preliminarnih rezultata antioksidativne aktivnosti, jos nije istrazio. U ovom su
preliminarnom istrazivanju, po prvi puta ispitani molekularni mehanizmi neuroprotektivnog djelovanja
M30, davanog vrlo kratko te vrlo brzo nakon STZ-icv primjene (pocevsi od 8. dana nakon STZ-icv
primjene, tijekom narednih tjedan dana), ukupno u 3 doze od 10 mg/kg. Glavno obiljezje STZ-icv modela
je inzulinska rezistencija u mozgu, sli¢na onoj nadenoj postmortalno u humanom sAD-u (Steen et al.
2005), a poremecaj fosforilacije tau proteina, kao jedan od glavnih neuropatoloskih obiljezja AD-a, moze
biti posljedica upravo inzulinske rezistencije, zbog ¢ega smo ga odabrali kao predmet ovog istrazivanja.

1z nasih je rezultata vidljivo da je hiperfosforilacija tau proteina na Ser396 (p-tau PHF13) u STZ-
icv tretiranih Stakora prisutna u hipokampusu ve¢ 14 dana nakon STZ-icv tretmana ali da primjena samo 3
doze M30 od 8. — 12. dana znacajno smanjuje (-25.74%) Ser396 hiperfosforilaciju tau proteina (Slika 4.).
Povecana eskpresija p-tau-PHF13 u STZ skupini odgovara literaturnim podacima, prema kojima 3 tjedna
nakon STZ-icv primjene dolazi do znacajnog povecanja ekspresije tau proteina fosforiliranih na Ser199,
Thr212 i Ser396 u mozgu Stakora (Deng et al. 2009). Obzirom da u istom istrazivanju nisu pronadene
promjene u ukupnoj koli¢ini tau proteina, ukupni tau protein nismo mjerili u naSem istrazivanju.
Povecana ekspresija p-tau proteina moze biti posljedica povecane aktivnosti kinaza i/ili inhibicije
odredenih fosfataza. GSK3p kinaza, koja se nalazi u signalnom putu IR, ima vaznu ulogu u fosforilaciji
tau proteina u fizioloskim i patoloskim uvjetima, posebno na mjestu Ser396 (detekcija putem anti-PHF13
protutijela), koje je predlozeno kao klju¢ni korak u razvoju neurofibrilarnih snopica u patofiziologiji AD-

a (Kolarova et al. 2012; Li & Paudel 2006). Njenu aktivnost mozemo neizravno mjeriti putem
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odredivanja omjera ekspresije fosforiliranog enzima (pGSK3p) koji predstavlja njezin inaktivni oblik i
ukupne koli¢ine enzima koja obuhvaca i fosforilirani i nefosforilirani oblik (p/tGSK3f). Nasi rezultati
pokazuju da nema znacajne razlike u ekspresiji pGSK3p i GSK3p te stoga ni u omjeru fosforiliranog i
ukupnog enzima (p/tGSK3p), odnosno neizravno, u aktivnosti GSK3f izmedu kontrolne skupine i STZ-
icv tretiranih skupina, bez obzira na primjenu M30. Prema naSim rezultatima pGSK3p (inaktivni oblik)
pokazuje tendenciju blagog pada u STZ, odnosno rasta u STZ+M30 skupini te se ne moze iskljuciti da je
2 tjedna nakon STZ-icv primjene prekratko vrijeme za nastanak znacajnih promjena na razini ekspresije
pGSK3p. Prema literaturnim podacima, smanjenje aktivnosti PI3-K/Akt puta i posljedi¢no poveéane
aktivnosti GSK3p nadeno je 3 tjedna nakon STZ-icv primjene (Deng et al. 2009), dakle nakon duljeg
razdoblja od STZ-icv primjene nego u naSem ispitivanju. S druge strane, istrazivanja na APP/PSI
transgeni¢nim miSevima pokazuju da je primjena M30 (1 i 5 mg/kg) tijekom 9 mjeseci povecala
ekspresiju PKB te time i fosforilaciju GSK3 (tj. uzrokovalo smanjenje aktivnosti GSK3p) (Kupershmidt
et al. 2012). Tako su ovo prvi podaci koji, izmedu ostalog, pokazuju nedostatak utjecaja kratkotrajne
primjene M30 na GSK3p u STZ-icv §takorskom modelu, oni ne isklju¢uju moguénost djelovanja M30 na
tu kinazu pri duzoj primjeni, sto je predmet nasih buducih istrazivanja. M30 je pokazao potencijal
smanjenja fosforilacije PHF13 tau proteina, a buduca ispitivanja trebala bi utvrditi jesu li u to ukljucene i
neke druge kinaze/fosfataze.

Ispitivanja fosforilacije tau protein na Ser202/Thr205 (AT8 protutijelo) pokazuje da je primjena
M30 u STZ-icv tretiranih $takora pokazala tendenciju smanjenja (-47.8%) ekspresije p-tau-AT8 u
usporedbi sa STZ skupinom, ali vjerojatno zbog velikih odstupanja pojedinih vrijednosti ili premalog
broja zivotinja unutar skupine, nije postignuta statisticka znacajnost (za STZ+M30 skupinu N=5 jer je
jedna Zivotinja uginula). Literaturni su podaci za p-tau-AT8 u STZ-icv modelu sAD-a manjkavi, no
prema podacima za intraperitonealnu primjenu visokih doza STZ (200 mg/kg), 10, 20 i 30 dana nakon
primjene ne dolazi do znacajne promjene u p-tau detektiranog ATS8 protutijelom u mi§jem hipokampusu i
neokorteksu (Planel et al. 2007), $to je u skladu s na8im rezultatima. Nakon 40 dana istog istrazivanja
dolazi do masivne hiperfosforilacije p-tau-ATS8, stoga na$i rezultati ne isklju¢uju da bi M30 mogao
djelovati na nakupljeni p-tau-AT8 nakon duzeg djelovanja STZ, kao i duze primjene samog M30. Sli¢no
rezultatima nadenim u STZ-icv zivotinja (Deng et al. 2009), ukupni tau unutar istog istrazivanja je ostao
nepromijenjen (Planel et al. 2007). Medu razli¢itim kinazama koje fosforiliraju tau protein, CDKS5 kinaza
ga fosforilira, izmedu ostalog i na Ser202/Thr205 (detekcija putem anti-AT8 protutijela) (Perry et al.
2013). Prema na$im rezultatima, ekspresija CDKS5 u hipokampusu znaéajno je Smanjena u STZ-icv
tretiranog Stakorskog modela (-22,51%) ali primjena M30 nije imala u¢inka na ekspresiju CDK5 u ovom
modelu. Nasi se rezultati mogu povezati s podacima iz literature prema kojoj 6 tjedana nakon primjene

STZ-icv (3 mg/kg) dolazi do smanjenja ekspresije Cdk5 gena u miseva (Chen et al. 2012). Osim toga
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istrazivanja na APP/PS1 transgeni¢nim miSevima pokazalo je da M30 (1 i 5 mg/kg) tijekom 9 mjeseci u
istih smanjuje ekspresiju CDK5 (Kupershmidt et al. 2012). Dakle, sam M30 moguée ima ucinak na
smanjenje ekspresije CDK5 i u STZ-icv $takorskom modelu te se ne moze iskljuciti da bi to moglo biti
povezano s tendencijom smanjenja ekspresije AT8 u STZ+M30 skupine, u odnosu na STZ, premda
nedovoljno za postizanje statisticke znacajnosti. Nasi rezultati, medutim, pokazuju da je uéinak STZ-icv
na AT8-CDKS5 sustav slozen te je za potpunije objasnjenje potrebno detaljnije ispitivanje same aktivnosti
CDKS5, a ne samo ekspresije proteina.

M30 je prema nasim rezultatima u sAD modelu pokazao neuroprotektivno djelovanje ne samo na
neurokemijskoj razini i spreCavanju fosforilacije tau proteina, ve¢ i na histolo§koj razini drugim
mehanizmom djelovanja — spre¢avanjem patoloskog nakupljanja zeljeza u mozgu. Prerezi mozga bojani
Berlinskim modrilom pokazuju izraZeni signal, kako intenzitetom tako i raspodjelom u ve¢em opsegu
kortikalnog tkiva u STZ-icv tretiranih Stakora, $to upu¢uje na povecano nakupljanje Zeljeza u tkivu mozga
STZ-icv modela sAD-a, mjereno 2 tjedna nakon icv primjene. Ono moze biti posljedica mehanickog
ostecenja 1/ili kemijskog (toksi¢nog) djelovanja STZ s obzirom da je nakupljanje vece nego u kontrolnoj
skupini koja je injekcijom primala citratni pufer (primarno mehanicko oste¢enje obzirom da pufer nije
citotoksican). Primjena ukupno tri oralne doze M30 (10 mg/kg) znacajno je smanjila nakupljanje Zeljeza u
mozgu STZ-icv tretiranih Stakora do jedva vidljivog signala, u podrucju korteksa. S obzirom da zeljezo
osim u okisdativnom stresu, ima ulogu i u nastanku drugih patoloskih obiljezja AD-a; nakupljanja AP i
neurofibrilarnih  snopi¢a (Kuperschmidt et al. 2012), ovo svojstvo M30 doprinosi njegovom
neuroprotektivnom djelovanju.

Pretklini¢ka istrazivanja neprestano pruzaju nove informacije o sloZenoj patofiziologiji AD-a koje
bi mogle pridonijeti razumijevanju molekularnih uzroka, a ne samo jedne mete, kao cilja farmakoloskih
djelovanja potencijalnih novih lijekova (Mangialasche et al. 2010). Primarne mete na koje su uglavhom
usmjerena istrazivanja novih lijekova (za sada bezuspje$no) su patolosko stvaranja i nakupljanje AP, te
hiperfosforilacija i patoloSko nakupljanje promijenjenog tau proteina (Rafii & Aisen 2009). Dodatno bi se
neuspjeh klini¢kih ispitivanja mogao nalaziti u ispitivanju djelotvornosti potencijalnih lijekova na
neodgovarajué¢im zivotinjskim modelima, kao Sto je transgeni¢ni AD model koji predstavlja rijedak
familijarni oblik AD-a za razliku od predominantnog sporadi¢nog tipa AD-a. (Zahs et al. 2010).
Preliminarni rezultati naSeg istrazivanja su, uzimajuci u obzir navedenu problematiku terapije AD-a,
pokazali da multifunkcionalni kelator Zeljeza M30 ima neuroprotektivne ucinke na hiperfosforilaciju tau
proteina i patolosko nakupljanje zeljeza u mozgu u STZ-icv Stakorskog modelu sporadi¢ne AD-a, nac¢elno
sli¢ne onima nadenim u transgeni¢nih mi§jih AD modela. Ovo istrazivanje, stoga, predstavlja znacajan

doprinos karakterizaciji farmakoloskog potencijala M30 u pretklinickom razvoju potencijalno novog
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lijeka za AD, koji djeluje na nekoliko patofizioloskih mehanizama i otvara pristup dizajniranju mozda

ucinkovitijih lijekova.
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ZAKLJUCCI

STZ-icv primjena znaéajno povecava ekspresiju fosforiliranog tau-proteina na Ser396 (PHF13) u
hipokampusu Stakorskog modela sAD, u odnosu na kontrolu ali nema uc¢inka na Ser202/Thr205
fosforilaciju tau proteina (AT8), 2 tjedna nakon STZ-icv davanja.

Kratkotrajna oralna primjena M30 (8.-12. dan nakon STZ-icv davanja) znacajno smanjuje
ekspresiju PHF13 fosforiliranog tau-proteina u hipokampusu STZ-icv Stakorskog modela sAD-a,
u odnosu na STZ skupinu, na vrijednosti sli¢ne kontroli, a nema znac¢ajan u¢inak na snizenje AT8
fosforiliranog tau proteina.

Ucinci M30 na smanjenje PHF13 fosforiliranog tau proteina u hipokampusu STZ-icv Stakorskog
modela SAD, mjereni 2 tjedna nakon icv primjene, vjerojatno nisu posredovani GSK-3f kinazom,
obzirom da kratkotrajna primjena M30 ne mijenja hipokampalnu ekspresiju niti aktivnost
GSK3p, u odnosu na STZ skupinu.

STZ-icv primjena znac¢ajno smanjuje ekspresiju CDKS5 kinaze u hipokampusu stakorskog modela
SAD nakon 2 tjedna u odnosu na kontrolu, a kratkotrajna primjena M30 ne sprijecava ovaj u¢inak
u STZ-icv tretiranih $takora koji takoder pokazuju znac¢ajno sniZzenu ekspresiju CDKS5 kinaze u
odnosu na kontrolu.

STZ-icv primjena izaziva patolos§ko nakupljanje zeljeza u mozgu Stakora, 2 tjedna nakon davanja
u odnosu na blago nakupljanje nakon icv primjene u kontrolnoj skupini, a kratkotrajna primjena
M30 smanjuje patolosko nakupljenog Zeljeza u mozgu STZ-icv Stakorskog modela sAD na
vrijednosti manje i od onih u kontrolnoj skupini.

Multifunkcionalni kelator Zeljeza M30 pokazuje neuroprotektivan u¢inak u STZ-icv modela sAD,

smanjujuc¢i nakupljanje zeljeza u mozgu i hiperfosforiliranost tau PHF13 proteina u hipokampusu.

24



10. ZAHVALE

Zahvaljujem se mentorici rada, prof. dr. sc. Meliti Salkovi¢—Petrisi¢, na ulozenom vremenu, trudu
i pomo¢i tijekom cijeloga procesa nastajanja ovoga rada. Zahvalu za stru¢nu i uvijek dostupnu pomo¢ u

eksperimentalnom dijelu rada dugujem dipl.ing.mol.biol. Ani Knezovi¢ te Bozici Hrzan.

Puno hvala prof. Moussa Youdimu na ljubaznoj donaciji M30.

25



11. POPIS LITERATURE

Avramovich-Tirosh Y, Amit T, Bar-Am O, Weinreb O, Youdim MB (2008) Physiological and pathological aspects of Abeta
in iron homeostasis via 5'UTR in the APP mRNA and the therapeutic use of iron-chelators. BMC Neurosci 9 (Suppl
2):S2.

Avramovich-Tirosh Y, Bar-Am O, Amit T, Youdim MB, Weinreb O (2010) Up-regulation of hypoxia-inducible factor
(HIF)-1a and HIF-target genes in cortical neurons by the novel multifunctional iron chelator anti-Alzheimer drug,
M30. Curr Alzheimer Res 7:300-306.

Balaraman Y, Limaye AR, Levey Al, Srinivasan S (2006) Glycogen synthase kinase 3 beta and Alzheimer's disease:
pathophysiological and therapeutic significance. Cell Mol Life Sci 63:1226-1235.

Ballatore C, Lee VM, Trojanowski JQ (2007) Tau-mediated neurodegeneration in Alzheimer's disease and related disorders.
Nat Rev Neurosci 8:663-672.

Batista-Nascimento L, Pimentel C, Menezes RA, Rodrigues-Pousada C (2012) Iron and neurodegeneration: from cellular
homeostasis to disease. Oxid Med Cell Longev 2012:128647.

Beard JL, Wiesinger JA, Connor JR (2003) Pre- and postweaning iron deficiency alters myelination in spraguedawley rats.
Dev Neurosci. 25:308-315.

Brinar VV (2009) Neurologija za medicinare. Zagreb, Medicinska naklada

Cardoso S, Correia S, Santos RX, Carvalho C, Santos MS, Oliveira CR, Perry G, Smith MA, Zhu X, Moreira Pl (2009)
Insulin is a two-edged knife on the brain. J Alzheimers Dis 18:483-507.

Chen Y, Tian Z, Liang Z, Sun S, Dai CL, Lee MH, LaFerla FM, Grundke-Igbal I, Igbal K, Liu F, Gong CX (2012) Brain
gene expression of a sporadic (icv-STZ Mouse) and a familial mouse model (3xTg-AD mouse) of Alzheimer's
disease. PLoS One 7:€51432.

Cole GM, Frautschy SA (2007) The role of insulin and neurotrophic factor signaling in brain aging and Alzheimer's Disease.
Exp. Gerontol 42:10-21.

Correia SC, Moreira PI (2010) Hypoxia-inducible factor 1: A new hope to counteract neurodegeneration? J Neurochem
112:1-12.

Correia SC, Santos RX, Perry G, Zhu X, Moreira Pl, Smith MA (2011) Insulin-resistant brain state: the culprit in sporadic
Alzheimer's disease? Ageing Res Rev 10:264-273.

de la Monte SM, Tong M, Lester-Coll N, Plater M Jr, Wands JR (2006) Therapeutic rescue of neurodegeneration in
experimental type 3 diabetes: relevance to Alzheimer's disease. J Alzheimers Dis 10:89-109.

Deng Y, Li B, Liu Y, Igbal K, Grundke-Igbal I, Gong CX (2009) Dysregulation of insulin signaling, glucose transporters, O-
GlcNAcylation, and phosphorylation of tau andneurofilaments in the brain: Implication for Alzheimer's disease. Am
J Pathol 175:2089-2098.

Duyckaerts C, Potier MC, Delatour B (2008) Alzheimer disease models and human neuropathology: similarities and
differences. Acta Neuropathol 115:5-38.

Griinblatt E, Salkovic-Petrisic M, Osmanovic J, Riederer P, Hoyer S (2007) Brain insulin system dysfunction in

streptozotocin intracerebroventricularly treated rats generates hyperphosphorylated tau protein. J Neurochem 101:757-770.

26


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Avramovich-Tirosh%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19090990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amit%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19090990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bar-Am%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19090990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weinreb%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19090990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Youdim%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19090990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=19090990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Avramovich-Tirosh+Y%2C+Bar-Am+O%2C+Amit+T%2C+Youdim+MB%2C+Weinreb+O+(2010)+Up-regulation+of+hypoxia-inducible+factor+(HIF)+-1alpha+and+HIF-target+genes+in+cortical+neurons+by+the+novel+multifunctional+iron+chelator+anti-Alzheimer+drug%2C
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Batista-Nascimento%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22701145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pimentel%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22701145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Menezes%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22701145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodrigues-Pousada%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22701145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iron+and+Neurodegeneration%3A+From+Cellular+Homeostasis+to+Disease+Liliana+Batista-Nascimento%2C+Catarina+Pimentel%2C+1.%09Regina+AndradeMenezes%2C+and+Claudina+Rodrigues-Pousad
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23236499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tian%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23236499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23236499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sun%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23236499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dai%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23236499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23236499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=LaFerla%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23236499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grundke-Iqbal%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23236499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iqbal%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23236499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23236499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gong%20CX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23236499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23236499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Correia%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21262392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Santos%20RX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21262392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perry%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21262392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21262392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moreira%20PI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21262392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smith%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21262392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=1.%09Insulin-Resistant+Brain+State%3A+the+culprit+in+sporadic+Alzheimer%E2%80%99s+Disease%3F
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20la%20Monte%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16988486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tong%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16988486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lester-Coll%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16988486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Plater%20M%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16988486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wands%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16988486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16988486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Deng%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19815707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19815707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19815707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iqbal%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19815707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grundke-Iqbal%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19815707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gong%20CX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19815707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dysregulation+of+Insulin+Signaling%2C+Glucose+Transporters%2C+O-GlcNAcylation%2C+and+Phosphorylation+of+Tau+and+Neurofilaments+in+the+Brain
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dysregulation+of+Insulin+Signaling%2C+Glucose+Transporters%2C+O-GlcNAcylation%2C+and+Phosphorylation+of+Tau+and+Neurofilaments+in+the+Brain
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gr%C3%BCnblatt%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17448147
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salkovic-Petrisic%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17448147
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Osmanovic%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17448147
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Riederer%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17448147
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hoyer%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17448147
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17448147

Grundke-lgbal I, Igbal K, Quinlan M, Tung YC, Zaidi MS, Wisniewski HM (1986) Microtubule-associated protein tau. A
component of Alzheimer paired helical filaments. J Biol Chem 261:6084-6089.

Horowitz MP, Greenamyre JT (2010) Mitochondrial Iron Metabolism and Its Role in Neurodegeneration. J Alzheimers Dis
20:551-568.

Hoyer S (1998) Risk factors for Alzheimer's disease during aging. Impacts of glucose/energy metabolism. J. Neural Transm
54:187-194.

HUAB -Hrvatsku udrugu za Alzheimerovu bolest. Dostupno na: http://www.alzheimer.hr/huab/ [pristupljeno 8.travnja 2013.]

Katzung BG, Masters SB, Trevor AJ (2011) Temeljna i klini¢ka farmakologija, Mc Graw Hill Medical, 2009. Urednici
hrvatskog izdanja: Trkulja V, Klarica M, Salkovi¢-Petrigi¢ M. Zagreb, Medicinska naklada

Keck S, Nitsch R, Grune T, Ullrich O (2003) Proteasome inhibition by paired helical filament-tau in brains of patients with
Alzheimer's disease. J Neurochem 85:115-122.

Kolarova M, Garcia-Sierra F, Bartos A, Ricny J, Ripova D (2012) Structure and pathology of tau protein in Alzheimer
disease. Int J Alzheimers Dis 2012:731526.

Kupershmidt L, Amit T, Bar-Am O, Youdim MB, Weinreb O (2012) The novel multi-target iron chelating-radical
scavenging compound M30 possesses beneficial effects on major hallmarks of Alzheimer's disease. Antioxid Redox
Signal 17:860-877.

Lackovic Z, Salkovic M (1990) Streptozotocin and alloxan produce alterations in rat brain monoamines independently of
pancreatic beta cells destruction. Life Sci 46:49-54.

Larsson E, Nanobashvili A, Kokaia Z, Lindvall O (1999) Evidence for neuroprotective effects of endogenous brain- derived
neurotrophic factor after global forebrain ischemia in rats. J Cereb Blood Flow Metab 19:1220-1228.

Latchney SE, Masiulis |, Zaccaria KJ, Lagace DC, Powell CM, McCasland JS, Eisch AJ (2014) Developmental and adult
GAP-43 deficiency in mice dynamically alters hippocampal neurogenesis and mossy fiber volume. Dev Neurosci
36:44-63.

Li T, Paudel HK (2006) Glycogen synthase kinase 3beta phosphorylates Alzheimer's disease-specific Ser396 of microtubule-
associated protein tau by a sequential mechanism. Biochemistry 45:3125-3133.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ (1951) Protein measurement with the Folin phenol reagent. J Biol Chem
193:265-275.

Mangialasche F, Solomon A, Winblad B, Mecocci P, Kivipelto M (2010) Alzheimer's disease: clinical trials and drug
development. Lancet Neurol 9:702-716.

Noble EP, Wurtman RJ, Axelrod J (1967) A simple and rapid method for injecting H3-norepinephrine into the lateral
ventricle of the rat brain. Life Sci 6:281-291.

Perl DP (2010) Neuropathology of Alzheimer's disease. Mt Sinai J Med 77:32-42.

Perry G, Zhu X, Smith MA, Sorense A,Avila J (2013) Alzheimer’s Disease: Advances for a New Century. Amsterdam, 10S
Press

27


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grundke-Iqbal%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3084478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iqbal%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3084478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Quinlan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3084478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tung%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3084478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zaidi%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3084478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wisniewski%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3084478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3084478
http://www.alzheimer.hr/huab/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Keck%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12641733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nitsch%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12641733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grune%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12641733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ullrich%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12641733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12641733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kolarova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22690349
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garc%C3%ADa-Sierra%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22690349
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bartos%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22690349
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ricny%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22690349
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ripova%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22690349
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Structure+and+Pathology+of+Tau+Protein+in+Alzheimer+Disease+Michala+Kolarova
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kupershmidt%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22360429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amit%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22360429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bar-Am%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22360429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Youdim%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22360429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weinreb%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22360429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22360429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22360429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lackovi%C4%87%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1688991
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salkovi%C4%87%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1688991
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1688991
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Latchney%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24576816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Masiulis%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24576816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zaccaria%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24576816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lagace%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24576816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Powell%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24576816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCasland%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24576816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eisch%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24576816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24576816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16519507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paudel%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16519507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16519507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=ROSEBROUGH%20NJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14907713
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=FARR%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14907713
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14907713
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mangialasche%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20610346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Solomon%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20610346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Winblad%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20610346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mecocci%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20610346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kivipelto%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20610346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20610346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Noble%20EP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6071872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wurtman%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6071872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Axelrod%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6071872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6071872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20101720

Planel E, Tatebayashi Y, Miyasaka T, Liu L, Wang L, Herman M, Yu WH, Luchsinger JA, Wadzinski B, Duff KE,
Takashima A (2007) Insulin dysfunction induces in vivo tau hyperphosphorylation through distinct mechanisms. J
Neurosci 27:13635-13648.

Rafii MS, Aisen PS (2009) Recent developments in Alzheimer's disease therapeutics. BMC Med 7:7.

Salkovic-Petrisic M, Hoyer S (2007) Central insulin resistance as a trigger for sporadic Alzheimer-like pathology: an
experimental approach. J Neural Transm Suppl 72:217-233.

Salkovic-Petrisic M, Knezovic A, Hoyer S, Riederer P (2013) What have we learned from the streptozotocin-induced animal
model of sporadic Alzheimer's disease, about the therapeutic strategies in Alzheimer's research. J Neural Transm
120:233-252.

Santos TO, Mazucanti CH, Xavier GF, Torrdo AS (2012) Early and late neurodegeneration and memory
disruption after intracerebroventricular streptozotocin. Physiol Behav 107:401-413.

Siddig A, Aminova LR, Ratan RR (2008) Prolyl 4-hydroxylase activity-responsive transcription factors:from
hydroxylation to gene expression andneuroprotection. Front Biosci 13:2875-2887.

Steen E, Terry BM, Rivera EJ, Cannon JL, Neely TR, Tavares R, Xu XJ, Wands JR, de la Monte SM (2005) Impaired insulin
and insulin-like growth factor expression and signaling mechanisms in Alzheimer's disease--is this type 3 diabetes?
J. Alzheimers Dis 7:63-80.

Szkudelski T (2001) The mechanism of alloxan and streptozotocin action in B cells of the rat pancreas. Physiol Res 50:537-
546.

Watson GS, Craft S (2004) Modulation of memory by insulin and glucose: neuropsychological observations in Alzheimer's
disease. Eur J Pharmacol 490:97-113.

Wozniak M, Rydzewski B, Baker SP, Raizada MK (1993) The cellular and physiological actions of insulin in the central
nervous system. Neurochem Int 22:1-10.

Yamamoto A, Shin RW, Hasegawa K, Naiki H, Sato H, Yoshimasu F, Kitamoto T (2002) Iron (I11) induces aggregation of
hyperphosphorylated s and its reduction to iron (I1) reverses the aggregation: implications in the formation of
neurofibrillary tangles of Alzheimer’s disease. J Neurochem 82:1137-1147.

Zahs KR, Ashe KH (2010) 'Too much good news' - are Alzheimer mouse models trying to tell us how to prevent, not cure,
Alzheimer's disease? Trends Neurosci 33:381-389.

Zecca L, Youdim MB, Riederer P, Connor JR, Crichton RR (2004) Iron, brain ageing and neurodegenerative disorders. Nat
Rev Neurosci 5:863-873.

Zheng H, Amit T, Bar-Am O, Fridkin M, Youdim MB, Mandel SA (2012) From anti-Parkinson's drug rasagiline to novel
multitarget iron chelators with acetylcholinesterase andmonoamine oxidase inhibitory and neuroprotective

properties for Alzheimer's disease. J Alzheimers Dis 30:1-16.

28


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Planel%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tatebayashi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miyasaka%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Herman%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yu%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luchsinger%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wadzinski%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duff%20KE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takashima%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Insulin+dysfunction+Induces+In+VivoTau+Hyperphosphorylation+through+Distinct+Mechanisms+Emmanuel+Planel
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Insulin+dysfunction+Induces+In+VivoTau+Hyperphosphorylation+through+Distinct+Mechanisms+Emmanuel+Planel
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rafii%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19228370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aisen%20PS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19228370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Recent+developments+in+Alzheimer%27s+disease+therapeutics+Michael+S+Rafii+and+Paul+S+Aisen
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salkovic-Petrisic%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22886150
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Knezovic%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22886150
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hoyer%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22886150
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Riederer%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22886150
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=salkovic+petrisic+hoyer+2012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Santos%20TO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22921433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mazucanti%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22921433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xavier%20GF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22921433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Torr%C3%A3o%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22921433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Early+and+late+neurodegeneration+and+memory+disruption+after+intracerebroventricular+streptozotocin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Siddiq%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17981760
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aminova%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17981760
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ratan%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17981760
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prolyl+4-hydroxylase+activity-responsive+transcription+factors%3A+From+hydroxylation+to+gene+expression+and+neuroprotection
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Szkudelski%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11829314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szkudelski+diabetes+2001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zahs%20KR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20542579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ashe%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20542579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Too+much+good+news%27+-+are+Alzheimer+mouse+models+trying+to+tell+us+how+to+prevent%2C+not+cure%2C+Alzheimer%27s+disease%3F
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zecca%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15496864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Youdim%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15496864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Riederer%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15496864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Connor%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15496864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crichton%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15496864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iron%2C+brain+ageing+and+neurodegenerative+disorders+Luigi+Zecca%2C+Moussa+B.+H.+Youdim%2C+Peter+Riederer%2C+James+R.+Connor+%26+Robert+R.+Crichton
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iron%2C+brain+ageing+and+neurodegenerative+disorders+Luigi+Zecca%2C+Moussa+B.+H.+Youdim%2C+Peter+Riederer%2C+James+R.+Connor+%26+Robert+R.+Crichton
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zheng%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22387411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amit%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22387411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bar-Am%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22387411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fridkin%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22387411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Youdim%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22387411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mandel%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22387411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=From+Anti-Parkinson%E2%80%99s+Drug+Rasagiline+to+Novel+Multitarget+Iron+Chelators+with+Acetylcholinesterase+and+Monoamine+Oxidase+Inhibitory+and+Neuroprotective+Properties+for+Alzheimer%E2%80%99s+Disease

12. ZIVOTOPIS

Rodena sam u Zagrebu 8. kolovoza 1990. Pohadala sam V.gimnaziju u Zagrebu koju sam zavrsila 2009. godine i
iste godine upisala Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu. 2007.-2008. godine bila sam dobitnica stipendije
Grada Zagreba za nadarene ucenike, a od 2009. godine, dobitnica iste za nadarene studente. 2013.g. bila sam
dobitnica 3 nagrade: Dekanove nagrade za najboljeg studenta Cetvrte godine, Posebne dekanove nagradu za
sudjelovanju u radu urednistva fakultetskog ¢asopisa Medicinara, u kojemu sam glavna i odgovorna urednica te
studentske AMAC-UK nagrade. Za istrazivanje izneseno u ovom diplomskom radu mi je u akademskoj godini
2013./2014. od strane Sveudilista u Zagrebu dodijeljena Rektorova nagrada. Sudjelovala sam u znanstvenim
istrazivanjima na 3 projekta: "Effect of intermittent versus continuous parathyroid hormone in the cardiovascular
system of rats" (Department of Medicinal Chemistry, Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of
Copenhagen, Kopenhagen, srpanj 2008.g.), “Promjene cerebralnih proteinskih nosaca glukoze 2 u Stakorskog
modela sporadi¢ne Alzheimerove bolesti”, AMAC-UK (Zavod za farmakologiju, Medicinski fakultet u Zagrebu,
2013.9.) 1 “Mozak, eksperimentalni i cerebralni dijabetes i kognitivni i drugi poremecaji” (Ministarstvo znanosti,
obrazovanja i §porta /MZOS/, Zavod za farmakologiju Medicinski fakultet u Zagrebu) rujan 2012.—prosinac 2013.g.
U sklopu MZOS projekta posebno sam sudjelovala u podprojektu ,,Molecular mechanisms of therapeutic potential
of iron-chelating agent M30 in streptozotocin-model of Alzheimer's disease* (“Verein zur Durchfiihrung
Neurowissenschaftlicher Tagungen e.V.* Berlin, Deutschland) 2012.-2013.g. Preliminarne rezultate istraZivanja
iznesenog u ovom radu izlagala sam na 7. Hrvatskom kongresu farmakologije s medunarodnim sudjelovanjem u
Zagrebu (18. — 21. rujna 2013.), kao i na 2. Simpoziju Hrvatskog drustva za znanost o laboratorijskim zivotinjama s
medunarodnim sudjelovanjem (10. listopada 2014.), gdje sam bila prvi autor kongresnog sazetka. Osim toga, u
listopadu 2014. godine sam sudjelovala na 6. hrvatskom kirur§kom kongresu s medunarodnim sudjelovanjem (15. —

18. listopada 2014.). Takoder sam koautor 1 znanstvenog rada.

1. Smailovi¢ U, Knezovi¢ A, Salkovi¢-Petrisi¢ M. Therapeutic effects of multifunctional iron-chelating agent
in a streptozotocin-induced rat model of sporadic Alzheimer's disease. Period biol. 2013;115:88.

2. Smailovié U, Knezovié A, Mandel S, Youdim M, Salkovi¢-Petrisi¢ M. Therapeutic effects of
multifunctional iron-chelating agent in a streptozotocin-induced rat model of sporadic Alzheimer's disease.
Book of abstracts. 2014;94.

3. Smailovi¢ U, Sopta I, Lueti¢ T. Abdominoskrotalna hidrokela kod malog djeteta. 2014;11:132.

2. Smajilovic S, Schaal-Jensen R, Jabbari R, Smajilovic U, Haunso S, Tfelt-Hansen J. Effect of intermittent
versus continuous parathyroid hormone in the cardiovascular system of rats. Open Cardiovasc Med J.
2010; 4:110-116.

29


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smajilovic%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20461233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schaal-Jensen%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20461233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jabbari%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20461233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smajilovic%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20461233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haunso%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20461233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tfelt-Hansen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20461233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%22Effect+of+intermittent+versus+continuous+parathyroid+hormone+in+the+cardiovascular+system+of+rats

