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Uticaj dugotrajne restrikcije hrane na ekspresiju glukokortikoidnog receptora

u prednjem mozgu pacova tokom starenja

Rezime

Dugotrajna restrikcija hrane produzava zivotni vek i odlaze pojavu mnogih bolesti koje se
javljaju sa starenjem. Brojni literaturni podaci ukazuju da kod Zivotinja kojima je unos hrane
smanjen izostaje karakteristiCan starosno-zavistan pad u kognitivnim funkcijama, medutim,
mehanizam ovakvog neuroprotektivnog dejstva restrikcije hrane nije u potpunosti razjasnjen. U
isto vreme, kod zivotinja na dugotrajnoj restrikciji hrane se povecava nivo kortikosterona u
plazmi $to ukazuje da ovaj tretman deluje kao blagi stresor. Do sada nije ispitivano do kakvih
promena u signalnom putu glukokortikoida dovodi smanjeni unos hrane tokom starenja u mozgu.
Centralno polje istrazivanja procesa starenja neizbezno podrazumeva ispitivanje promena do
kojih dolazi u korteksu i hipokampusu, strukturama mozga koje su klju¢ne za kognitivne
funkcije. Sa druge strane, iste strukture ucestvuju u regulaciji HHA ose kao vazni regioni
delovanja negativne povratne sprege.

Cilj doktorske disertacije je da se ispita uloga signalnog puta glukokortikoida u korteksu i
hipokampusu pacova tokom starenja i pod uticajem dugotrajne restrikcije hrane.
Eksperimentalne zivotinje (muzjaci pacova soja Wistar) starosti 6 meseci su podeljene u dve
grupe. Prva grupa, oznacena kao ad libitum (AL), je imala neograni¢en pristup hrani, dok je
druga grupa (oznacena kao DR) podvrgnuta rezimu redukovane ishrane koji je podrazumevao
dobijanje 100% dnevnog unosa hrane AL Zivotinja svakog drugog dana. Zivotinje su analizirane
kada su dostigle starost od 18 i 24 meseca. Zivotinje stare 6 meseci su predstavljale kontrolnu
grupu. Glukokortikoidna signalizacija u ispitivanim strukturama je pra¢ena na prereceptorskom
nivou, kao i na nivou ekspresije i aktivacije glukokortikoidnog receptora primenom imunoesej,
imunoblot i PCR metoda, kao i imunohistohemijske analize.

Rezultati doktorske disertacije pokazuju da tokom starenja dolazi do povecanja
koncentracije kortikosterona u korteksu pacova, dok dugotrajna restrikcija hrane povecava nivo
kortikosterona u obe ispitivane strukture. Utvrdeno je da nivo klju¢nog enzima koji u mozdanom
tkivu reguliSe dostupnost kortikosterona za receptore, 11B-HSD1, raste u hipokampusu pacova

koji imaju neogranien pristup hrani. Tretman dugotrajnom restrikcijom hrane dovodi do



povecéanja nivoa 11B-HSD1 u korteksu, dok u hipokampusu izostaje efekat na nivo ovog enzima.
Najizrazenije promene na nivou glukokortikoidnog receptora tokom starenja su uocCene u
hipokampusu Zivotinja koje su imale slobodan pristup hrani. Detektovan je znacajan pad nivoa
glukokortikoidnog receptora, praden smanjenim nivoom fosforilisanog oblika receptora.
Pokazano je da primena dugotrajne restrikcije hrane povecava nivo glukokortikoidnog receptora
i u korteksu i u hipokampusu, dok se uticaj na fosforilacioni status receptora ostvaruje samo u
hipokampusu najstarije ispitivane grupe, gde se znacajno povecava nivo fosforilisanog oblika
receptora, kao i njegova jedarna lokalizacija u piramidalnim neuronima CA1l regiona i
granularnim ¢elijama dentatnog girusa. Funkcionalna posledica aktivacije glukokortikoidnog
receptora u hipokampusu zivotinja podvrgnutinh dugotrajnoj restrikciji hrane se ogleda u
povecéanju ekspresije sgk-1 gena. Takode, kod Zivotinja kojima je unos hrane smanjen dolazi do
porasta nivoa mineralokortikoidnog receptora u hipokampusu. Sa druge strane, dugotrajna
restrikcija hrane u korteksu spre€ava povecanje nivoa transkripcionog regulatora NFkB u
jedarnoj frakciji do kojeg dolazi sa starenjem i dalje deluje u pravcu odrzavanja reaktivnosti
kortikalnih neurona tokom starenja, na Sta ukazuje povecana ekspresija c-fos gena.

Utvrdeno je da dugotrajna restrikcija hrane ostvaruje uticaj na signalni put glukokortikoida
na strukturno-specifican nacin. Promene koje su detektovane u korteksu su uocljivije na
prereceptorskom nivou, i ogledaju se u povecanoj koncentraciji kortikosterona i povecanom
nivou enzima 11B-HSD1. U hipokampusu je efekat restikcije hrane najizrazeniji na nivou samog
receptora, i ostvaruje se preko povecanja nivoa ukupnog receptora i njegove fosforilisane forme.

Rezultati dobijeni u okviru disertacije ukazuju na znacaj signalnog puta glukokortikoida u
ostvarivanju efekata dugotrajne restrikcije hrane, ¢ime proSiruju dosadasnje uvide u mehanizme
neuroprotektivnog dejstva smanjenog unosa hrane. Imajuéi u vidu vaznu ulogu signalnog puta
glukokortikoida u procesima ucenja i pamcenja, rezultati su znacajni i sa aspekta potencijalnog

kori$¢enja redukovane ishrane u o¢uvanju kognitivnih kapaciteta tokom starenja kod ljudi.

Kljuéne reci: dugotrajna restrikcija hrane, starenje, glukokortikoidni hormoni, 113-HSD1,

glukokortikoidni receptor, korteks, hipokampus
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The effect of long-term food restriction on the expression of glucocorticoid receptor

in the rat forebrain during aging

Abstract

Moderate restriction in food intake (dietary restriction, DR) extends the life-span and
delays the onset of many age-related diseases. In addition, food-restricted animals exhibit
attenuated cognitive deficits during aging as they perform better in learning and memory tasks
than their ad libitum fed counterparts. At the same time, the animals on chronic food restriction
have elevated levels of plasma corticosterone, which implies that this treatment could be
considered as a mild stressor. So far, there are no literature data regarding the effects of food
restriction on glucocorticoid signaling in the brain during aging and the mechanisms by which
DR exhibits its neuroprotective effects are poorly understood. Two brain regions of interest are
cortex and hippocampus, regions particularly prone to age-related changes. The same regions are
also involved in cognition and regulation of the hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis
activity.

The aim of the present study was to evaluate the effect of long-term food restriction on
glucocorticoid signaling pathway in the cortex and hippocampus of rats during aging.
Experimental animals (male Wistar rats, 6 months old) were divided into two groups. The AL
group was fed ad libitum, whereas the food restricted group (DR) received 100% of the mean
daily intake of the AL animals every other day. The animals were examined at the age of 18 and
24 months. Six-month-old animals were used as a control. Glucocorticoid signaling in specific
brain regions was examined at the pre-receptor level, as well as regarding the level of expression
and glucocorticoid receptor activity by using immunoassays, Western blot, PCR and
immunohistochemistry.

The results of this study demonstrate an age-related increase in cortical corticosterone
concentration. The increase in the hormone level was further detected in DR animals, in both
brain regions examined. However, 11B-HSD1, a key enzyme in brain tissue that regulates the
availability of corticosterone to its receptors, was increased only in the hippocampi of AL rats
and in the cortex of rats subjected to the long-term food restriction. The most pronounced

changes in the level of glucocorticoid receptor during aging were observed in the hippocampi of



AL animals. A significant decrease in the level of glucocorticoid receptor protein was
accompanied by the decrease in the level of phosphorylated receptor form (pGR). Conversely,
following long-term food restriction, an increase in the level of glucocorticoid receptor both in
the cortex and hippocampus was observed. The effect of food restriction on pGR was observed
only in the hippocampi of old animals, where increased level of pGR together with its prominent
nuclear staining in CA1 pyramidal and DG granule neurons of aged DR rats was observed. These
changes were accompanied by increased sgk-1 gene expression, pointing to upregulated
transcriptional activity of GR. In the hippocampus, DR also induced an increase in the
expression of the mineralocorticoid receptor. Furthermore, reduced food intake in the cortex
prevented an age-related increase in the level of nuclear NFkB and induced increase in the
expression of c-fos, indicating that DR during aging tends to maintain the reactivity of cortical
neurons.

The results presented herein reveal that long-term food restriction affects the
glucocorticoid signaling pathway in a region-specific manner. In the cortex, more prominent
changes were observed at the pre-receptor level, where increased corticosterone concentration
and elevated 11B-HSD1 level were detected. In the hippocampus, the most pronounced effects
were on the receptor itself, as long-term food restriction induced an increase in the total GR and
PGR levels.

Overall, this study demonstrates how long-term food restriction affects  the
glucocorticoid signaling pathway in the brain and thus provides new insights into the
mechanisms by which reduced food intake exerts its neuroprotective effects. Considering the
importance of glucocorticoid signaling pathway in learning and memory, these results also
provide important information in relation to the potential use of reduced food intake in

preserving cognitive capacity during aging in humans.

Keywords: long-term food restriction, aging, glucocorticoid hormones, 113-HSD1,

glucocorticoid receptor, cortex, hippocampus
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1. Uvod

1.1. Starenje

Prosecan ljudski vek se za poslednjih 100 godina povecao sa 47 na 78 godina i udeo
starijih u opsStoj populaciji se utrostrucio. Ocekuje se da ¢e do 2025. godine 20% populacije biti
starije od 65 godina. Nazalost, ve¢ina studija ukazuje da ¢e se prosek godina prac¢enih dobrim
opStim zdravstvenim stanjem uvecati umereno, dok ¢e se znatno veéi porast ostvariti u
zastupljenosti godina sa slabim ili oSte¢enim fizickim ili mentalnim sposobnostima. Poznato je
da se sa starenjem povecava incidenca raznih oboljenja poput ateroskleroze, artritisa,
kardiovaskularnih bolesti, kancera, dijabetesa, hipertenzije, kao i neurodegenerativnih bolesti
poput Alchajmerove bolesti (AB) (de Grey, 2007). Starenje je praceno i udaljavanjem iz
socijalnog Zivota usled umanjenja fizickih sposobnosti, kao i opadanjem kognitivnih funkcija ¢ak
i kada ne postoji dijagnostifikovano oboljenje. Stoga su oshovna istraZzivanja usmerena na
ispitivanje bioloske osnove starenja nervnog sistema od klju¢ne vaznosti za razvoj strategija koje

Savremene bioloske teorije najeS¢e razmatraju starenje sa dva razliCita aspekta, kao
programiran proces ili kao posledicu “greSaka”. Prema teorijama koje zastupaju stanoviste o
starenju kao o programiranom procesu, starenje zavisi od bioloskog sata koji vremenski regulise
zivotni vek, kao i1 gena koji sukcesivno aktiviraju ili gase signale upu¢ene nervnom, endokrinom
i imunom sistemu koji su odgovorni za odrzavanje homeostaze i aktivaciju odbrambenog
odgovora organizma. Sa druge strane, teorije “greSke” proces starenja dovode u vezu sa
progresivnim oste¢anjima do kojih dovode sredinski faktori na razli¢itim nivoima (npr. oSte¢enja
mitohondrijalne DNK, nakupljanje kiseoni¢nih radikala, oStecenja Celijske membrane).

Razmatranje starenja kao programiranog procesa medu naucnicima se donekle dovodi u
pitanje shvatanjem da je sam proces stohasticki i individualan (Hayflick, 2000; Holliday, 2000;
Kirkwood, 2002; Kirkwood i Austad, 2000; Rattan, 2000a, 2003). Stopa kojom organizmi stare



je vrlo varijabilna u razli¢itim vrstama, medu organizmima unutar vrste, izmedu tkiva i organa
organizma, u subcelijskim kompartmanima u okviru istog tipa ¢elija, kao i makromolekulima u
¢eliji (Rattan, 2000a, 2000b). Potraga za jedinstvenim uzrokom u vidu jednog gena ili opadanja u
funkeciji jednog kljuénog sistema se takode prevazilazi, i starenje se danas posmatra kao izuzetno
kompleksan, multifaktorski proces (Kowald i Kirkwood, 1996), koji utice na viSe nivoa
funkcionalne organizacije (Franceschi i sardnici, 2000). Stoga, sve je jasnije da niti postoji
jedinstveni uzrok niti sveobuhvatan nacin kojim bi se definisao proces starenja (Davidovic i
saradnici, 2010). U viSecelijskim organizmima adekvantan uvid u proces starenja se moze
ostvariti samo uzimanjem u obzir svih unutrasnjih (geneti¢kih), spoljasnjih (sredinskih) i
stohasti¢nih faktora (nasumicna ostecenja vitalnih molekula).

Uzroc¢ni faktori koji leze u osnovi vremenski-zavisnih, Stetnih procesa tokom starenja
dakle jos nisu u potpunosti definisani, ali je sve viSe opSte prihvacen koncept koji definiSe proces
bioloskog starenja kao nemoguénost organizma da odrzi homeostazu (Holliday, 1992). Na ovaj
nacin definisano, starenje je posledica dva medusobno zavisna bioloSka procesa: gubitka
funkcionalnosti i gubitka otpornosti ili prilagodljivosti na stres. Usled smanjene sposobnosti
odgovaranja na stres, uzrokovane ili udruzene sa povec¢anim homeostatskim disbalansom 1

poveéanom incidencom razli¢itih patologija, smrt je krajnja i neizbezna posledica starenja.

1.1.1. Starenje mozga

Promene koje se sa starenjem uocavaju u mozgu su kompleksne i obuhvataju viSe nivoa
strukturne i funkcionalne organizacije. Delujuc¢i na molekule u ¢eliji, proces starenja menja i
same nervne celije, njihovu morfologiju i funkciju, Sto dalje utice na anatomsku organizaciju
mozga i funkcionalno, na kognitivne sposobnosti. Pored toga, promene se mogu sagledati i na
nivou hormona ili pak neurotransmiterskih sistema, a u osnovi svih ovih promena pored
genetskih i sredinskih faktora veliku ulogu ima i prethodno iskustvo.

Najevidentnija promena u mozgu tokom starenja je smanjenje njegovog ukupnog
volumena (Brody, 1955; Dekaban, 1978; Matsumae i saradnici 1996) Sto je nedvosmisleno

pokazano kori§¢enjem neinvazivnih metoda, pre svega magnetne rezonance (MRI, eng. magnetic



resonance imaging) (Raz i saradnici, 1999). Stopa kojom se odvija smanjenje volumena mozga
je oko 5% po dekadi nakon Cetrdesete godine (Svennerholm i saradnici, 1997), a dodatno se
povecava nakon sedamdesete godine Zivota (Scahill 1 saradnici, 2003). Promenu u volumenu
prati gubitak tezine mozga (Ho i saradnici, 1980; Haug, 1997), kao i povecanje volumena
mozdanih komora (Foundas i saradnici, 1998). Ipak, jasno je i da se promene u mozgu ne
deSavaju istim intenzitetom u svim regionima (Trollor i Valenzuela, 2001). Rezultati studija u
kojima su uporedivani MRI nalazi ljudi mladih od 30 i starijih od 60 godina pokazali su da su
najugrozenije strukture prefrontalni korteks i strijatum. Redukcija volumena takode je pokazana
za temporalni lobus, hemisfere i vermis cerebeluma, kao i hipokampus, dok je najmanje pogoden
okcipitalni korteks (Raz, 2004). Literaturni podaci koji ukazuju da su prefontalni korteks i
hipokampus strukture koje su pogodene procesom starenja (Anderton, 2002; Barnes, 2003) su u
saglasnosti sa kognitivnim poremecajima koji se uo¢avaju sa starenjem.

Smatra se da je smanjenje volumena mozga pre posledica smanjenja volumena nego
broja neurona. StereoloSke procene su pokazale da se ukupan broj neurona u humanom mozgu
smanjuje za manje od 10% u periodu od dvadesete do devedesete godine starosti (Pakkenberg i
saradnici, 2003). Takode, tokom starenja dolazi do promena u morfologiji samih neurona,
tacnije, u dendritskom grananju, trnovima i sinapsama. Opisano je da tokom starenja dolazi do
smanjenja broja dendritskih sinapsi i uopste, gubitka sinapticke plasti¢nosti (Barnes, 2003).
Nasuprot tome, neke od studija su pokazale indukciju dendritskog grananja u starenju, za koju se
smatra da predstavlja kompenzatorni mehanizam koji ima za cilj odrZanje broja sinapsi (Kolb i
Wishaw, 1998; Anderton, 2002). Promene u funkcionalnoj organizaciji takode mogu da uticu i
na integritet bele mase (Raz, 2004). Pokazano je da se bela masa smanjuje sa starenjem, uz
ostecenje mijelinskog omotaca koje pocinje oko cCetrdesete godine ¢ak 1 u odsustvu
dijagnostifikovanih oboljenja (Bartzokis i sardnici, 2003; Tullberg i saradnici, 2004; Head i
saradnici, 2004; Artero i sardnici, 2004).

Navedene morfoloSke promene dalje dovode do promena na nivou neurotransmiterskih
sistema i drugih signalnih molekula u mozgu. Najées¢e razmatrani neurotransmiterski sistemi
Cije se promene povezuju sa starenjem su dopaminergicki i serotonergicki sistem. Nivo

dopamina se tokom starenja smanjuje sa stopom od 10% po dekadi pocevsi od ranog adultnog



doba, a ovakva promena je dovedena u vezu sa smanjenim kognitivnim i motornim
sposobnostima (Nyberg i Backman, 2004; Mukherjee i sardnici, 2002). Nivoi serotonina i
mozdanog neurotrofinskog faktora (BDNF, eng. brain derived neurotrophic factor) se takode
smanjuju sa starenjem, $to moZze uticati na regulaciju sinapticke plasti¢nosti 1 neurogeneze u
adultnom mozgu (Mattson i saradnici, 2004). Pokazano je takode da sa starenjem dolazi do veée
produkcije slobodnih radikala koji ispoljavaju svoje dejstvo oste¢uju¢i mozdano tkivo
(Volchegorskii i saradnici, 2004). Ostali faktori za koje se smatra da mogu doprineti starenju
mozga su deregulacija homeostaze kalcijuma (Toescu i saradnici, 2004) i mitohondrijalna
disfunkcija (Melov, 2004). Dodatni faktor koji se razmatra kada je re¢ o starenju mozga i
kognitivnim sposobnostima je hormonalni uticaj. Nivo hormona rasta se smanjuje sa starenjem, a
pokazana je i korelacija njegovog nivoa sa smanjenim kognitivnim sposobnostima (Sytze van
Dam i Aleman, 2004). Pokazano je takode da terapija estrogenom ima protektivno dejstvo u
bolestima povezanim sa starenjem, kao Sto je AB (Herlitz i Yonker, 2004; Tan i saradnici, 2005).
Starenjem se menja i metabolizam glukoze u mozgu, pri ¢emu uzrok smanjenja koli¢ine glukoze
moze bar delimi¢no biti posledica promena u efikasnosti vaskularnog sistema mozga. S druge
strane, primeceno je da starenje prati i izmenjena propustljivost krvno-mozdane barijere, Sto
menja strogo kontrolisanu neuronalnu mikrosredinu i time uti¢e i na funkciju neurona (Bell 1
Zlokovic, 2009; Brown i Thore, 2011).

Promene do kojih dolazi sa starenjem finalno se odrazavaju na kognitivne prosece.
Memorijske funkcije koje se najéeS¢e menjaju tokom procesa starenja su epizodna memorija, vid
deklarativne memorije specifi¢nih podataka u kontekstu vremena ili prostora, i semanticka
memorija, koja podrazumeva pamcéenje informacija nezavisno od konteksta (Reber, 1995).
Smatra se da se kapacitet epizodne memorije smanjuje od srednjeg doba pa na dalje, dok se pad
u kapacitetu semanticke memorije uocava tek kod starih osoba nakon postupnog povecanja koje
je prisutno u srednjem dobu (Nyberg i Backman, 2004). Radna memorija, koja podrazumeva i
kratkotrajno zadrzavanje i aktivnho procesovanje informacija, takode je pogodena procesom
starenja (Hasher i Zacks, 1988). Promene do kojih dolazi svakako uti¢u na neke od aspekata
kognitivnih sposobnosti starih ljudi, prouzrokujuci sporije vreme reagovanja, niZi stepen paznje,

sporiju brzinu obrade podataka, oStecenje senzornih i perceptivnih funkcija, ili smanjenje



sposobnosti kori§¢enja naucenih strategija ponasanja (Nyberg i Backman, 2004; Cabeza, 2004;
Lustig i Buckner, 2004; Cabeza i saradnici, 2004).

Literaturni podaci podrZzavaju hipotezu da se kognitivni procesi menjaju na slican nacin
tokom starenja kod razli¢itih vrsta sisara, zbog Cega razumevanje mehanizama koji dovode do

promena kod pacova moze pruziti bolji uvid u procese starenja mozga kod ljudi.

1.1.2. Starenje i restrikcija hrane

Restrikcija hrane (DR, eng. dietary restriction) je ne-geneticka eksperimentalna
intervencija za koju je pokazano da produzava zivot kod mnogih vrsta, ukljucujuéi kvasce,
vinske musice, nematode, ribe, miSeve, pacove i pse (Weindruch i Walford, 1988; Masoro,
2005). Beski¢menjaci (poput kvasca, Caenorhabditis elegans i vinske musice) predstavljaju
pogodne model organizme za izucavanje mehanizma kojima DR usporava starenje zahvaljuci
svojoj jednostavnosti i relativno kratkom zivotnom ciklusu (Fontana i saradnici, 2010; Kenyon,
2005). Medutim, metabolicke, anatomske i fizioloske razlike, kao i razlike u duzini Zivota
izmedu ovih organizama i sisara su izuzetno velike. Zbog toga se za izuCavanja mehanizama
preko kojih deluje restrikcija hrane glodari smatraju mnogo pogodnijim model sistemom. Za
glodare je pokazano da redukcija u unosu kalorija od 30-60% sa kojom se zapo¢ne u ranijim
zivotnim fazama, dovodi do proporcionalnog produzavanja maksimalnog Zivotnog veka
(Weindruch i Walford, 1988; Masoro, 2005). Ukoliko se sa redukcijom pocne u kasnijem
adultnom dobu (sa 12 meseci starosti) maksimalni Zivotni vek se produZi za svega 10-20%
(Weindruch i Walford, 1982). Do sada, miSevi i pacovi su jedini sisari za koje je nedvosmisleno
pokazano da restrikcija unosa hrane bez potrahnjenosti dovodi do povecanja i prosecne i
maksimalne duZine Zivota, kao i do usporavanja starosno-zavisnih fizioloskih i strukturnih
promena u mnogim tkivima i organima. Pored toga, pokazano je da DR deluje povoljno na
kvalitet zivota, sprecavajuéi ili odlazuci pojavu velikog broja bolesti. Na primer, pokazano je da
DR sprecava pojavu spontanih i indukovanih tumora u nekoliko modela kancera kod misa
(Longo i Fontana, 2010). Vazno je napomenuti da je kancer vodec¢i uzrok smrti kod glodara,

odnosno da je uzrok 70-80% svih slucajeva smrti kod ovih eksperimentalnih zivotinja. DR



takode spreCava ili odlaZze pojavu hroni¢nih oboljenja bubrega i kardiomiopatija, koje su drugi
uzrok smrti kod glodara (Weindruch i Walford, 1988; Shimokawa i saradnici, 1993). Takode,
pokazano je da se kod miSeva na DR uocava sporija progresija ateroskleroti¢nih lezija, kao i
njihova smanjena veli¢ina u odnosu na miSeve koji su imali slobodan pristup hrani (AL, od lat.
ad libitum) (Guo i saradnici, 2002). DR sprecava i pojavu dijabetesa, autoimunih i respiratornih
oboljenja (Weindruch i Walford, 1988; Masoro, 2005). Medutim, kod miSeva koji su na
dugotrajnoj DR usporeno je npr. zarastanje rana (Reed i saradnici, 1996). Pored toga, kod miSeva
koji rastu u kontrolisanim uslovima bez prisustva patogena, restriktivni rezim ishrane povecava
podloznost bakterijskim i virusnim infekcijama, iako je pokazano da DR odlaze pad u nekim od
funkcija imunskog sistema koji se javlja sa starenjem (Kristan, 2008).

Neuroprotektivno dejstvo DR ogleda se u smanjenju stepena neurodegeneracije,
patoloSkog taloZenja proteina, kao i pospeSenoj neurogenezi u animalnim modelima
Alchajmerove, Parkinsonove i Hantingtonove bolesti (Cohen i saradnici, 2009; Mattson, 2005).
Putevi signala preko insulinu-sli¢nih molekula i transkripcionih regulatora koje DR indukuje
stimuliSu sintezu neurotrofickih faktora, antioksidantnih enzima i Saperonskih proteina koji
sprecavaju pojavu neurodegenerativnih poremecaja (Martin 1 saradnici, 2006, Smiljani¢ 1
saradnici, 2015). Mnoge studije koje su ispitivale funkciju paméenja koristeéi testiranje u
Morris-ovom vodenom lavirintu na miSevima ili pacovima, pokazale su da DR donekle stiti ovu
funkciju od pada koji se javlja sa starenjem (Bellush i saradnici, 1996; Adams i saradnici, 2008).
To je posebno bilo izrazeno nakon primene intermitentnog gladovanja (IF, eng. intermittent
fasting), koje podrazumeva unos hrane svaki drugi dan (Martin i saradnici, 2006). DR pokazuje
anti-konvulzivne efekte u nekoliko modela epilepsije i smanjuje trajanje i tezinu napada (Azarbar
i saradnici, 2010). Pored toga, pokazano je i da su hipokampalni neuroni zasti¢enji od hemijski
indukovane neurodegeneracije nakon DR u trajanju od 2-4 meseca (Bruce-Keller i saradnici,
1999). DR moze ispoljavati svoje dejstvo i na sinaptickim zavrSecima, Stiteci ih od oksidativnih 1
metaboli¢kih poremecaja koji su posledica preuzimanja glutamata (Guo i saradnici, 2000).
Poremecaji u preuzimanju glukoze nakon oksidativnih i metabolickih povreda su takode u
velikoj meri ublaZeni u sinaptozomima pacova na DR (Guo i saradnici, 2000). Treba napomenuti

da postoje i studije u kojima se tvrdi da DR moZe poremetiti kognitivne funkcije (Green i



saradnici, 1995). Takode, pokazano je i da DR nije u stanju da spreci gubitak broja sinapsi do
kog dolazi sa starenjem u CA3 regionu hipokampusa (Adams i saradnici, 2010).

Ukoliko se uzme u obzir broj vrsta koje pozitivno odgovaraju na DR, postavlja se pitanje
primenljivosti takve intervencije na ne-humane primate, kao i na ljudsku populaciju. Dve studije
na primatima koje istrazuju da li DR ima pozitivne efekte na duzinu zivotnog veka kod makaki
majmuna dale su opre¢ne rezultate (Mattison i saradnici, 2012; Colman i saradnici, 2014),

ukazujuc¢i da smo jos§ uvek daleko od definitivnog odgovora.

1.1.3. Mehanizam dejstva restrikcije hrane

Prvu studiju efekta DR na Zivotni vek objavio je jo§ 1935 McCay sa saradnicima (McCay
1 saradnici, 1935). Od tada, pa do danas, postavljeno je nekoliko teorija o moguéim
mehanizmima preko kojih deluje DR. Rane hipoteze objasnjavale su efekte DR preko
usporavanja rasta i razvoja (McCay i saradnici, 1975) ili snizavanja stope metabolizma kod
zivotinja na DR (Krystal i Yu, 1994). Medutim, mnogobrojne studije su pokazale da zivotinje na
DR imaju ve¢u metaboli¢ku aktivnost od onih hranjenih ad libitum (Masoro, 1998; Speakman i
saradnici, 2004; Speakman i saradnici, 2003).

Savremene teorije o efektima DR ukljucuju nekoliko mehanicistic¢ki razli¢itih objasnjenja
I grupisane su u, sa jedne strane, teorije koje razmatraju efekte DR na pre-sintetskom nivou i
teoriju hormeze koja smatra da je za ispoljavanje efekta DR potrebna aktivna sinteza novih
molekula. U prvu grupu teorija spadaju teorije koje ostvarivanje efekata DR objaSnjavaju
oslanjajuci se na samo jednu od slede¢ih promena: smanjenje masnih naslaga (Berg i Simms,
1960); smanjenje nivoa reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Barja, 2004; Merry, 2002); povecano
prezivljavanje c¢elija (Mattson i saradnici, 2002b); spreavanje starosno-zavisnog smanjenja
procesa autofagije (Del Roso i saradnici, 2003; Tavernarakis i Driscoll, 2002); povecanje
osetljivosti na insulin i odrzavanje niskih nivoa glukoze u krvi (Kalant i saradnici, 1988; Masoro,
1992) ili pak, uopSteno, promene u funciji endokrinog sistema. Poznato je, naime, da DR menja
nivo klju¢nih hormona, ukljucujuéi i kortikosteron (Sabatino i saradnici, 1991; Wan i saradnici,

2003; Mager i saradnici, 2006). Endokrini sistem uti¢e na zivotni vek, i neki hormoni svakako



imaju vaznu ulogu u koordinisanju odgovora na DR, ali i dalje nije jasno da li je ovaj mehanizam
osnova efekata DR.

Hipoteza hormeze i puteva odgovora na stres se, umesto na pasivnim mehanizmima koji
vaze za prethodno navedene teorije, zashiva na aktivnom odbrambenom odgovoru organizma.
Ova klju¢na razlika pociva na hipotezi da DR predstavlja bioloski stres umerenog intenziteta,
koji kontinuirano pomaze u odbrani od uzroka koji dovode do starenja (Anderson i saradnici,
2003; Rattan, 2004; Mattson i saradnici, 2002a). Ve¢ decenijama je naime poznata pozitivna
korelacija izmedu takvog stresa i povec¢ane dugovecnosti, §to je i navelo nauc¢nike na razmatranje
takvog shvatanja mehanizma DR. Stoga, termin “hormeza” se odnosi na povoljne karakteristike
koje se javljaju kao rezultat odgovora organizma na umeren stres (Calabrese, 2004; Calabrese i
saradnici, 1987). Hipoteza hormeze se zasniva na Cetiri klju¢na predvidanja:

1. DR aktivira unutarcelijske signalne puteve koji predstavljaju odgovor na celijski stres i
nedostatak nutrijenata.

2. Aktivirani putevi pomazu u odbrani ¢elija i tkiva od uzroka koji dovode do starenja.

3. Isti putevi reguliSu metabolizam glukoze, lipida i proteina na takav nacin da povecavaju
verovatnocu prezivljavanja tokom perioda stresa.

4. Navedeni putevi su pod kontrolom endokrinog sistema ¢ija je uloga da osigura koordinisan
odgovor na nivou organizma.

Navedena teorija je i proSirena shvatanjem da organizmi mogu da osete hemijske medijatore
stresa koji poti¢u od drugih vrsta i da ih iskoriste da aktiviraju svoje odbrambene mehanizme
kako bi se pripremili na Stetne uslove. Tako proSirena je nazvana hipotezom ksenohormeze
(Howitz i saradnici, 2003; Lamming i saradnici, 2004).

Ono Sto hipotezu hormeze izdvaja od ostalih hipoteza koje nude objasSnjenja dejstva DR je
¢injenica da je u stanju da objasni mnoge razlicite efekte koji su pokazani za DR, od sposobnosti
zivotinja na DR 1 njihovih pojedinacnih ¢elija da podnose stresne uslove, preko saznanja da
organizmi imaju evolutivno ofuvane puteve odgovora na stres koji istovremeno uticu i na

dugovecnost, do povezanosti DR i endokrinog sistema.



1.2. Hipotalamo-hipofizno-adrenalna osa

Uticaji Zivotne sredine koji se zavisno od percepcije manifestuju bilo kao negativni
(ugrozavajuci) ili pozitivni (poput nagradivanja), izazivaju spektar fizioloskih promena koje se
mogu tumaciti kao adaptivni odgovor organizma. Najvazniji sistem kontrole intenziteta i
svrsishodnosti adaptivnog odgovora organizma zasniva se na interakciji struktura koje ulaze u
sastav hipotalamo-hipofizno-adrenalne (HHA) ose. HHA osa se aktivira pod delovanjem
spoljasnjih ili unutra$njih ¢inilaca koji su od strane oblasti najviseg nivoa nervne kontrole
prepoznati kao moguca pretnja homeostazi. Regioni koji kontroliSu aktivaciju HHA ose
obuhvataju amigdale, prefrontalni korteks i hipokampus. Posredstvom ekscitatornih projekcija,
ovi regioni aktiviraju neurone paraventrikularnog jedra hipotalamusa (PVN) koji oslobadaju
kortikotropin-oslobadajuc¢i hormon (CRH, eng. corticotropin-releasing hormone). On stimulise
prednji rezanj hipofize da oslobada pro-opiomelanokortin, c¢ijom obradom nastaje
adrenokortikotropni hormon (ACTH, eng. adrenocorticotropic hormone). ACTH dalje stimulise
koru nadbubrezne Zlezde, koja oslobada glukokortikoidne hormone kao efektorne molekule
HHA ose. Ovi hormoni potom ispoljavaju svoje efekte, kako centralno tako i na periferiji,
izmedu ostalog, mobiliSu¢i energiju iz depoa 1 inhibiraju¢i neesencijalne procese poput
reproduktivne funkcije. Time omogucuju organizmu ponaSanje koje ¢e ga trenutno skloniti od
izvora opasnosti, dok je njihova uloga nakon toga usmerena na vracanje organizma u stanje
homeostaze (Munck i saradnici, 1984). Glukokortikoidi, kortizol kod ljudi i kortikosteron kod
pacova, su dakle glavni steroidni hormoni koji reguliSu metaboli¢ke, kardiovaskularne i imunske
procese, kao i ponasanje (Charmandari i saradnici, 2005; Sapolsky i saradnici, 2000). Bioloski
efekti glukokortikoida su obi¢no adaptivni, medutim, neadekvatna ili prekomerna aktivacija

HHA ose moZe imati i patolosku ulogu (Munck i saradnici, 1984; McEwen i Stellar, 1993).



1.2.1. Regulacija hipotalamo-hipofizno-adrenalne ose

Normalna, fizioloSka aktivnost HHA ose prati cirkadijalni ritam, i najveca je nakon
budenja ¢ime se omogucuje uspostavljanje neophodnog funkcionalnog tonusa organizma.
Koli¢ina hormona koja se dalje luc¢i u toku dana je sve manja, sa najnizim vrednostima na
pocetku neaktivne faze (faze sna). Izgleda da fizioloska sekrecija glukokortikoida ima ulogu u
sinhronizaciji mozga i periferije uskladivanjem energetskih potreba organizama sa solarnim
ritmom (Young i saradnici, 2004). Medutim, nakon izlaganja stresu dolazi do povecane
aktivacije HHA ose sa ciljem da se odrzi homeostaza u novonastalim uslovima. Aktivacija HHA
ose je stogo kontrolisan proces, sa brojnim negativnim povratnim petljama koje imaju za cilj da
sprece prekomernu reakciju sistema. Glukokortikoidni hormoni nakon oslobadanja pokrecu
sistem negativne povratne sprege koji funkcioniSe na svim nivoima HHA ose, ¢ime se sprecava
njihovo dalje oslobadanje (Antoni, 1986; Whitnall, 1993) i time ograniCava intezitet i trajanje
aktivacije ose (Keller-Wood i Dallman, 1984). Pored toga, i CRH i ACTH ucestvuju u regulaciji
HHA ose negativhom povratnom spregom. Sami glukokortikoidi uti¢u na aktivnost HHA ose
vezivanjem za glukokortikoidni receptor (GR) u regionima mozga koji odgovaraju na stres (Reul
i de Kloet, 1986). Nakon aktiviranja hormonom, GR se kao transkripcioni regulator vezuje za
elemente koji odgovaraju na glukokortikoide (GRE, eng. glucocorticoid response element) u
promotorima ciljnih gena ili pak, interaguje sa drugim transkipcionim regulatorima c¢ime
moduliSe gensku ekspresiju (Bamberger i saradnici, 1996; Keller-Wood i Dallman, 1984). GR
pokazuje nanomolarni afinitet prema glukokortikoidima koji okupiraju ove receptore u
periodima povecane sekrecije do koje dolazi u odgovoru na stres (Reul i de Kloet, 1985).
Glukokortikoidi se, medutim, u mozgu vezuju za jos jednu klasu receptora, mineralokortikoidni
receptor (MR), sa viSim, subnanomolarnim afinitetom, tokom perioda bazalne sekrecije ovih
steroidnih hormona (Reul i de Kloet, 1985; Reul i de Kloet, 1986). Smatra se da je, usled
razli¢itih afiniteta ovih receptora prema glukokortikoidima, MR zaduzen za regulaciju bazalnog
HHA tonusa, dok GR ucestvuje u regulaciji negativne povratne sprege nakon izlaganja stresu (de
Kloet i saradnici, 1998; Dallman i saradnici, 1989; Ratka i saradnici, 1989). GR je Siroko

eksprimiran u mozgu, zbog ¢ega je precizna anatomska lokalizacija mesta negativne regulacije
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sekrecije glukokortikoida joS uvek nedovoljno definisana. Medutim, dva regiona mozga imaju
klju¢nu ulogu u inhibiciji HHA ose. Prvi podrazumeva neurone PVN za koje je pokazano da
visoko eksprimiraju GR. Pokazano je takode da lokalno primenjeni glukokortikoidi smanjuju
neuronalnu aktivnost u PVN i hipersekreciju ACTH do koje dolazi nakon adrenalektomije
(Sawchenko,1987; Kovacs i Makara, 1988; Kovacs i saradnici, 2000; Watts, 2005). Drugo
klju¢no mesto povratnog inhibitornog dejstva na HHA osu je hipokampus. Hipokampus
eksprimira visoke nivoe i GR-a i MR-a, a infuzija kortikosteroida u ovu strukturu smanjuje i
bazalni nivo glukokortikoida i oslobadanje glukokortikoida indukovano stresom (Jacobson i
Sapolsky, 1991; Diorio i saradnici, 1993; McEwen, 2000). Takode, hipokampus ima vaznu ulogu
u terminaciji odgovora HHA ose na stres (Jacobson i Sapolsky, 1991; Herman i saradnici, 2005).
Stimulacija neurona hipokampusa smanjuje neuronalnu aktivnost u PVN i inhibira sekreciju
glukokortikoida (Rubin i saradnici, 1987). Lezije hipokampalne strukture dovode do poveéanog
bazalnog nivoa cirkuliSué¢ih glukokortikoida (Knigge, 1961; Sapolsky i saradnici, 1991),
povecanja ekspresije CRH (Herman i saradnici, 1992) i produzenog oslobadanja ACTH i
kortikosterona u odgovoru na stres (Sapolsky i saradnici, 1984; Herman i saradnici, 1995).
Regulatorni uticaj hipokampusa na HHA osu je posredovan visestrukim sinapti¢kim putevima i
izgleda da je specifican za stresor (Herman i saradnici, 2005).

Prefrontalni korteks je joS jedna od mozdanih struktura koja je bitna za regulaciju
aktivnosti HHA ose. Prefrontalni korteks moze posredovati u negativnoj povratnoj sprezi HHA
ose koja se ostvaruje posredstvom glukokortikoida, jer eksprimira visok nivo GR-a (Ahima i
Harlan, 1990). Neuroni medijalnog prefrontalnog korteksa se aktiviraju nakon izlaganja akutnom
i hroni¢nom stresu (Finlay i saradnici, 1995; Jedema i saradnici, 1999). Bilateralna lezija
anteriornog cingulatnog i prelimbickog korteksa povecava sintezu ACTH 1 odgovor
glukokortikoida na stres (Figueiredo i saradnici, 2003), Sto ukazuje na inhibitorni uticaj
prefrontalnog korteksa na HHA osu. Takode, infuzija glukokortikoida u medijalni prefrontalni
korteks smanjuje nivoe ACTH i kortikosterona u odgovoru na stres imobilizacije (Diorio i
saradnici, 1993; Akana i saradnici, 2001). lako se korteks ne odlikuje visokom nivoima MR, neki

procesi mogu indukovati njegovu ekspresiju. Pokazano je da se u uslovima hipoksije ili
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hipoglikemije u neokorteksu indukuje ekspresija ovog receptora, i da taj proces ima
neuroprotektivnu ulogu (Lai i saradnici, 2007; Macleod i saradnici, 2003).

1.2.2. Mehanizam dejstva glukokortikoida

Kao $to je ve¢ navedeno, glukokortikoidi ostvaruju bioloske uloge vezivanjem za dva
bliska ¢lana superfamilije nuklearnih receptora, GR i MR. Poput drugih nuklearnih receptora,
GR poseduje tri karakteristicna domena: N-terminalni transaktiviraju¢i domen (NTD, eng. N-
terminal transactivation domain); DNK vezuju¢i domen (DBD, eng. DNA-binding domain) i C-
terminalni ligand vezuju¢i domen (LBD, eng. ligand-binding domain) (Oakley i Cidlowski,
2011). Humani GR (hGR) je produkt jednog gena (NR3C1, hromozom 5¢31.3) i sadrzZi devet
egzona. Na iRNK nivou postoji pet funkcionalno razli¢itih varijanti nastalih alternativnom
obradom, GR-a, GR-B, GR-y, GR-A, i GR-P (Oakley i Cidlowski, 2011; Beck i saradnici, 2009).
Fizioloska uloga ovih izoformi je malo izuCavana, a najvise je opisana za GR-o i  izoforme
(Oakley i Cidlowski, 2013). GR-a (777 aminokiselina (ak), molekulske mase 94 kDa) i GR-
(742 ak, 90 kDa) poticu od alternativnog spajanja egzona 8 sa razli¢itim akceptorskim mestima u
egzonu 9. Time je 50 ak C-teminusa GRa zamenjeno nehomologom sekvencom od 15 ak u GRf
(Yudt i Cidlowski, 2001). Kod pacova nije nadena homologa izoforma GR (Otto i saradnici,
1997), ve¢ izoforma oznacena kao rGRp, koja je krac¢a za 13 glutamina usled delecije u prvom
egzonu (Ju i saradnici, 2009). Alternativna mesta inicijacije translacije dalje usloZnjavaju
raznovrsnost GR-a izoformi, ¢ime nastaje osam razli¢itih proteina sa skra¢enim N-terminalnim
domenom (GRa-A, GRa-B, GRa-C1, GRa-C2, GRa-C3, GRa-D1, GRa-D2 i GRa-D3) (Slika
1).

U odsustvu liganda, GR-a je smeSten u citoplazmi, a nakon vezivanja liganda translocira
se u jedro. Nasuprot tome, GR-f je uvek smeSten u jedru, gde deluje kao dominantno-negativan
inhibitor GR-a (Nicolaides i saradnici, 2010). Bez obzira sto GR-B ne vezuje ni endogene ni
sintetske ligande, pokazano je da ima regulatornu ulogu koju ostvaruje pozitivno ili negativno
moduliSuéi transkripciju velikog seta gena koji se ne preklapaju sa onima koje reguliSe GR-a

(Taniguchi i saradnici, 2010). GR-a se u citoplazmi nalazi u sastavu proteinskog kompleksa koji
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Slika 1. Alternativna mesta inicijacije translacije kojom nastaje osam razli¢itih proteinskih izoformi GR-a sa
skraé¢enim N-terminalnim domenom i post-translacione modifikacije GR-a (modifikovano iz Oakley i
Cidlowsky, 2013)

sacinjavaju proteini toplotnog Soka (Hsp, eng. heat-shock protein) Hsp90, Hsp70, Hsp56 ili
Hsp40, kao i koSaperonski proteini p23 i p60, Src kinaze, i imunofilini poput FKBP51 i 52
(FKBP, eng. FK506 binding protein) (Kleiman i Tuckermann, 2007; Nicolaides i saradnici,
2010; Stahn i saradnici, 2007). Saperonski proteini prekrivaju sekvence za jedarnu lokalizaciju
receptora i time sprecavaju transport u jedro pre vezivanja liganda. Pored toga, odrZavaju
receptor u konformacionoj formi koja je optimalna za vezivanje liganda i njegovu translokaciju u
jedro (Pratt i saradnici, 1997). Stoga su Hsp90 i ostali Saperoni verovatno povezani sa

smanjenom funkcijom GR-a koja je pokazana u starenju i stresom uzrokovanim
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neuropsihijatrijskim poremecajima (Murphy i saradnici, 2002; Raison i saradnici, 2003). Takode,
nedavno je pokazano da je imunofilin FKBP52 regulatorni molekul koji odreduje gensku
specificnost odgovora na vezivanje GR-a (Wolf i saradnici, 2009). Uprkos cCinjenjici da dele
sliénu strukturnu organizaciju, kao i da je slicnost aminokiselinskih sekvenci FKBP51 i FKBP52
oko 60%, ova dva proteina su funkcionalno razli¢ita. FKBP52 se fosforiliSe na treoninskom
ostatku 143, §to sprecava njegovo vezivanje sa Hsp90 (Miyata i saradnici, 1997). FKBP51 ne
poseduje ovo mesto fosforilacije, Sto moze da objasni ¢injenicu da je kompetititivno vise
zastupljen od FKBP52 u receptorskim kompleksima (Nair i saradnici, 1997; Banerjee i saradnici,
2008). Za razliku od FKBP52 koji je pozitivan regulator GR funkcije jer povecava afinitet
receptora za vezivanje hormona (Riggs i saradnici, 2003), FKBP51 pokazuje opsti efekat
smanjenja transkripcione aktivnosti receptora, zadrzavajuéi receptor u citoplazmi i smanjujuci
njegov afinitet za vezivanje hormona (Davies i saradnici, 2002; Reynolds i saradnici, 1999;
Davies i saradnici, 2005) (Slika 2). Moze se pretpostaviti da recipro¢ne uloge ova dva
imunofilina na vezivanje hormona za GR predstavljaju nac¢in kojim se moze regulisati lokalni

odgovor tkiva na istu koncentraciju cirkuliSué¢ih glukokortikoida.

Slika 2. Model hormonalne aktivacije glukokortikoidnog receptora. Prva posledica vezivanja hormona za
receptor u citoplazmi je zamena imunofilina FKBP51 sa FKBP52, a nakon toga sledi premeStanje receptorskog
kompleksa u jedro (modifikovano iz Davies i saradnici, 2002)
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Receptor sa vezanim ligandom moduliSe ekspresiju gena kroz mnogostruke genomske i

ne-genomske mehanizme.

Genomski mehanizmi

Vezivanje jednog molekula glukokortikoida za receptor dovodi do konformacione
promene koja rezultuje oslobadanjem Saperona i demaskiranjem sekvence koja obezbeduje
jedarnu lokalizaciju. Kada se nade u jedru, receptor se ne vezuje stabilno za DNK, ve¢
konstantno menja svoju poziciju izmedu nukleoplazme i GRE sekvenci lokalizovanih u
promotorima ili pojacivacima ekspresije gena koji odgovaraju na glukokortikoide (McNally i
saradnici, 2000; Voss i saradnici, 2011). GRE sekvence pokazuju veliku raznolikost, ali se mogu
podeliti u Cetiri kategorije: jednostavni pozitivni, kompozitni, povezujuci i jednostavni negativni
GRE (nGRE) (Slika 3). Jednostavni pozitivni GRE predstavljaju nesavrSene palindromske
sekvence sastavljene od invertovanih heksamera razdvojenih sa tri bazna para. Svaki heksamer
predstavlja mesto vezivanja jednog monomera iz receptorskog homodimera. Nazvani su
pozitivnim sekvencama jer vezivanje homodimera za ovakve GRE sekvence stimuliSe gensku
ekspresiju (proces transaktivacije) preko dekondenzacije hromatina ¢ime se dalje omogucava
vezivanje ko-aktivatora. Na ovaj nacin je regulisana ekspresija potentnih inhibitora signalnih
puteva (npr. IkBa (eng. inhibitory xBa), MPK-1 (eng. mitogen-activated protein kinase 1), IL-10
(interleukin-10), aneksina Al (eng. annexin Al), GILZ (eng. glucocorticoid-induced leucine
zipper) i SOCS (eng. suppressor of cytokine signaling) proteina) (Abraham i saradnici, 2006;
Bhattacharyya i saradnici, 2011; D’Adamio i saradnici, 1997; Zhao i saradnici, 2006).
Kompozitni GRE su himerne sekvence koje prepoznaju GR vezan za drugi transkripcioni
regulator, tacnije GR heterodimere. Povezuju¢i GRE nemaju motive za vezivanje GR, i time se
izdvajaju od ostalih GRE tipova. Oni vezuju druge komplekse transkripcionih regulatora, koji
mogu da regrutuju GR preko protein-protein interakcija, i u tom slucaju se GR ne vezuje sa
DNK. T kompozitni i povezuju¢éi GRE mogu da dovedu do direktne transaktivacije ili
transrepresije, Sto zavisi od transkripcionih regulatora koji su u kompleksu sa GR-om. Na primer,

povezuju¢i GRE koji vezuje GR monomer povecéava transkripciju gena koji odgovaraju na
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transkripcione regulatore STAT3 i STAT5 (STAT, eng. signal transducer and activator of
transcription), CREB (eng. cAMP responsive element binding protein) i C/EBP-a (eng.
CCAAT/enhancer binding protein), a inhibira aktivnost transkripcionih regulatora NFxB (eng.
nuclear factor-kappa B), AP-1 (eng. activator protein 1) i IRF3 (eng. interferon regulatory
factor 3) (Beck i saradnici, 2009; Oakley i Cidlowski, 2011; De Bosscher i saradnici, 2010).
Cetvrti tip, negativni GRE, poseduje dva invertovana ponovka za koje se pretpostavlja da ih

prepoznaju GR homodimeri (Surjit i saradnici, 2011).
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Slika 3. Mehanizam dejstva glukokortikoida. GR smesten u citoplazmi nakon vezivanja hormona prolazi kroz
konformacionu promenu, hiperfosforiliSe se i premeSta u jedro, gde ispoljava genomska dejstva. GR takode deluje i
ne-genomskim mehanizmima (modifikovano iz Kadmiel i Cidlowski, 2013)
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Nasuprot pozitivnim GRE, nGRE direktno reprimira transkripciju preko regrutovanja
transrepresora NCoR (eng. nuclear receptor co-repressor) i SMRT (eng. silencing mediator of
retinoid and thyroid hormone receptors). nGRE su lokalizovani u mnogim genima koji su
regulisani transkripcionim regulatorima NFkB i AP-1, a koji kodiraju proteine imunskog
odgovora i inflamatorne medijatore. Najzad, preko takvog mehanizma glukokortikoidi smanjuju
ekspresiju sopstvenih negativnih regulatora, poput HES1 (eng. hairy and enhancer of split-1), i
time osiguravaju odgovaraju¢e promene u genskoj ekspresiji koje su posredovane

glukokortikoidima (Revollo i saradnici, 2013).

Ne-genomski mehanizmi

Pored genomskih efekata, GR koji za sebe ima vezan ligand, takode deluje na
transkripciju gena posredstvom razlic¢itih ne-genomskih mehanizama. Ovi mehanizmi ne
zahtevaju de novo sintezu proteina, odnosno posreduju u brzim efektima glukokortikoida. Ne-
genomski mehanizmi ukljucuju iRNK destabilizaciju, kompeticiju za ko-aktivatore (na primer
CBP (eng. CREB-binding protein), p300 i GRIP 1 (eng. glucocorticoid receptor-interacting
protein 1), i interferiranje sa vezivanjem transkripcionih faktora sa DNK (Almawi i
Melemedjian, 2002; Barnes, 2010; Flammer i Rogatsky, 2011; Reily i saradnici, 2006; Dordevi¢-
Markovi¢ i saradnici, 1999; Kanazir i saradnici, 1979). Takode, pretpostavlja se da drugi tipovi
GR-a, kao Sto su GR ugradeni u celijsku ili mitohondrijalne membrane, mogu da reguliSu
transkripcionu aktivnost, ali su mehanizmi kojima to ostvaruju jo$ uvek slabo istrazeni
(Moutsatsou i saradnici, 2001; Strehl i saradnici, 2011; Groeneweg i saradnici, 2012; VVernocchi i
saradnici, 2013). Mada joS uvek nema definitivnog dokaza, smatra se da membranski GR moze
biti varijanta citoplazmatiéne forme proteina, nastala kao rezultat upotrebe alternativnog
promotora, alternativne obrade ili postranslacionih modifikacija (Bartholome i saradnici, 2004).
Dodatni ne-genomski mehanizmi delovanja GR-a sa vezanim ligandom ukljucuju direktne
interakcije sa proteinima u membrani (na primer sa jonskim kanalima, GPCR (eng. G protein
coupled receptor) ili TCR (eng. T-cell receptor) kompleksima i citoplazmatskim proteinima

(MAPK (eng. mitogen-activated protein kinases) kinazama i fosfolipazama), ¢ime se indirektno
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uti¢e na transkripcione regulatore cija aktivnost zavisi od promena u ovim proteinima (Stahn i
Buttgereit, 2008; Stahn i saradnici, 2007; Lowenberg i saradnici, 2007).

1.2.3. Post-translacione modifikacije GR-a

Svaka od GR izoformi podleze post-translacionim modifikacijama koje nadalje modulisu
aktivnost receptora i proSiruju spektar funkcionalnih formi receptorskih proteina koji uéestvuju u
signalnom putu glukokortikoida (Slika 1). Fosforilacija GR je prva opisana, i najvise izuavana
kovalentna modifikacija (Beck i saradnici, 2009; Galliher-Beckley i Cidlowski, 2009; Kumar i
Calhoun, 2008). Najmanije $est serinskih ostataka humanog GR-a moZe biti fosforilisano (Ser**?,
Ser141, Serzog, Serzn, Ser?® j Ser404), a ova mesta su evolutivno ocuvana kod miSeva 1 pacova.
Receptor je fosforilisan i u bazalnim uslovima, ali nakon vezivanja liganda postaje
hiperfosforilisan (Avenant i saradnici, 2010; Wang i saradnici, 2002). Glavne kinaze koje
ucestvuju u fosforilaciji GR-a su MAPK, CDK (eng. cyclin-dependent kinases) i GSK-3 (eng.
glycogen synthase kinase-3). Fosforilacija GRa menja njegovu transkripcionu aktivnost na nacin
koji je specifi¢an za gen (Webster i saradnici, 1997). Pri tome, pokazano je da fosforilacija na
Ser®™ (kojoj odgovara fosforilacija Ser’*? kod pacova) korelise sa funkcionalnom formom
226

receptora, dok fosforilacija na Ser

saradnici, 2002; Blind i Garabedian, 2008; Chen i saradnici, 2008). Takode, izgleda da
211

remeti kapacitet receptora da prenese signale (Wang i

deficijencija u fosforilaciji na Ser
glukokortikoide (Miller i saradnici, 2007; Miller i saradnici, 2005). Fosforilacija Ser®™* takode

obezbeduje ostvarivanje medusobnih uticaja GRa 1 ostalih signalnih puteva. Na primer, tretman

moZe biti mehanizam razvoja rezistencije na

estrogenom povecava ekspresiju fosfataze PP5 (eng. protein phosphatase 5) koja dovodi do
defosforilacije na Ser®™ ¢ime se dalje inhibira aktivnost GR-a na nekoliko ciljnih gena (Zhang i
saradnici, 2009). Fosforilacija na Ser*®, koja je zavisna od glukokortikoida, remeti i aktivaciju i

represiju ciljnih gena (Galliher-Beckley saradnici, 2008). Fosforilacija na Ser®

povecava
interakciju GRa sa ko-aktivatorom MED14 (eng. mediator of RNA polymerase Il transcription
subunit 14) (Chen i saradnici, 2008), dok fosforilacija na Ser*®* onemoguéava interakeiju sa ko-

aktivatorom p300/CBP i p65 subjedinicom transkripcionog regulatora NF«xB (eng. nuclear factor
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kappa B) (Galliher-Beckley i saradnici, 2008), §to objasnjava razliCite efekte ove dve
fosforilacije na aktivnost receptora.

Pored promena u transkripcionoj aktivnosti, fosforilacija menja i neke druge osobine
receptora koje uti¢u na prenos glukokortikoidnih signala. Na primer, fosforilacija GRa utice na
nivo receptora moduliSu¢i njegov poluzivot. TSG101 (eng. tumor susceptibility gene 101)
protein preferencijalno interaguje sa nefosforilisanom formom GRa i time Stiti receptor koji
nema za sebe vezan ligand od degradacije u proteazomima (Ismaili i saradnici, 2005). Nasuprot
tome, fosforilacija receptora u odgovoru na ligand povecava njegovu degradaciju (Webster 1
saradnici, 1997). Fosforilacija takode uti¢e i na unutaréelijsku lokalizaciju receptora. GRa koji je

203

fosforilisan na Ser®™ je smeSten u citoplazmi, i u skladu sa tim, pokazuje slabo vezivanje za

regulatorne sekvence ciljnih gena (Wang i saradnici, 2002). Takode, smanjen signalni kapacitet
GRa fosforilisanog na Ser®®® ili Ser*® moze delimi¢no biti posledica poveéanog transporta
receptora sa ovim modifikacijama iz jedra u citoplazmu (Galliher-Beckley i saradnici, 2008; Itoh
I saradnici, 2002).

GRa podleze i brojnim drugim post-translacionim modifikacijama. Ubikvitinacija
receptora se odvija na evolutivno ofuvanim lizinskim ostacima, i time oznacava receptor kao
ciljni molekul za degradaciju u proteazomima (Deroo i saradnici, 2002; Wallace i Cidlowski,
2001). Mutacije u ovim lizinskim ostacima spreCavaju smanjenje nivoa GRa i pojacavaju
njegovu transkripcionu aktivnost (Wallace i Cidlowski, 2001). GRa je takode i supstrat za
sumoilaciju, kojom se SUMO (eng. small ubiquitin-related modifier) peptidi kovalentno vezuju

%% Ova modifikacija

za receptor na specificnim lizinskim ostacima (Ly5277, Lys®® i Lys
znacajno ubrzava degradaciju receptora i inhibira njegovu transkripcionu aktivnost pojacavajuci
interakcije sa ko-represorima (Davies i saradnici, 2008; Holmstrom i saradnici, 2008; Le Drean i
saradnici, 2002; Tian i saradnici, 2002). Pored toga, MR i GR vezuju drugacije ko-regulatorne
komplekse 1 procesi sumoilacije i aktivnost proteazomskog sistema razliito uticu na njihove
osobine (Meijer i saradnici, 2006; Tirard i saradnici, 2007). Pokazano je da se GRa acetiluje na

Lys® i Lys*®

u odgovoru na glukokortikoide, kao i da ova modifikacija remeti antagonizam
GR-a i NFkB (Ito i saradnici, 2006). Mnogobrojni aspekti GRa funkcije se mogu regulisati

razli¢itim post-translacionim modifikacijama, ¢ime se celiji omoguéuje dodatni nivo
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heterogenosti u kontroli efekata glukokortikoida i integrisanja delovanja GRa sa ostalim

signalnim putevima.

1.2.4. Regulacija dostupnosti glukokortikoida u mozgu

Kao visoko lipofilni molekuli, i endogeni glukokortikoidi i njihovi egzogeni derivati,
lako difunduju kroz krvno-mozdanu barijeru i deluju na skoro sve tipove ¢elija u centralnom
nervnom sistemu (CNS). Medutim, bioloska dostupnost ovih hormona, moZe znacajno varirati u
zavisnosti od tri klju¢ne determinante: afiniteta za vezivanje za kortikosteroid-vezujuce globuline
(CBG; eng. corticosteroid-binding globulin); preuzimanja od strane pumpi za izbacivanje
smeStenih na krvno-moZzdanoj barijeri i lokalne enzimske obrade u c¢elijama. Endogeni
glukokortikoidi se transportuju kroz cirkulaciju vezani za transportne proteine plazme kao Sto su
albumin i CBG. CBG vezuje do 90% cikruliSucih glukokortikoida, a ostatak hormona moze biti
vezan za albumin. Ovako vezani hormon je neaktivan. Smatra se da je samo 5% cirkuliSucih
glukokortikoida slobodno i time aktivno (De Kloet i saradnici, 1998; Henley i saradnici, 2011).
Sintetski analozi glukokortikoida se efikasno izbacuju kroz krvno-moZdanu barijeru putem tzv.
MDR (eng. multidrug resistance) transportera koji se nalaze na endotelijalnim ¢elijama barijere
(Wyrwoll i saradnici, 2011). Dok transportni mehanizmi i proteini plazme ogranicavaju ulazak u
mozak, aktivnost hormona je takode regulisana 1 na celijskom nivou enzimskom
interkonverzijom bioaktivnih i inertnih formi 11p-hidroksisteroid dehidrogenazama (11p-HSD).
Postoje dve forme ovog enzima, 113-HSD1, koja katalizuje generisanje aktivne forme hormona
iz neaktivnih keto-derivata, i 11B-HSD2 koja katalizuje reakciju u suprotnom smeru. Keto-
derivati se ne vezuju za proteine plazme i ne spadaju u vrste koje se izbacuju pumpama kroz
krvno-mozdanu barijeru. Stoga keto-forma hormona lakSe ulazi u CNS od bioaktivne forme.
11B-HSD1 je Siroko rasprostranjen i u neuronima i u glijalnim ¢elijama, dok se izoforma 11-
HSD2 eksprimira u fetalnom mozgu, a u adultnom je ogranicena na oblasti centralne kontrole
krvnog pritiska i unosa soli (De Kloet i saradnici, 1998; Wyrwoll i saradnici, 2011; Gottfried-
Blackmore i saradnici, 2010). 118-HSD1 znacajno uti¢e na signalne puteve glukokortikoida,

kontroliSu¢i njihovu biolosku dostupnost lokalnim amplifikovanjem aktivnog oblika hormona.

20



1.3. Glukokortikoidi i starenje mozga

Pokazano je da sa starenjem raste koncentracija kortikosterona u plazmi kod Zivotinja i
ljudi (Meaney i saradnici, 1995; Sabatino i saradnici, 1991; Patel i Finch, 2002, Yau i saradnici,
1995; Lupien i saradnici, 1998), a Stetni efekti farmakoloskih doza glukokortikoida na
hipokampalne neurone su opisani i kod glodara i kod primata (Sapolsky i saradnici, 1990). Na
osnovu toga, Sapolsky i saradinici (Sapolsky, 1992; Sapolsky i saradnici, 1986) su predloZili
kaskadnu glukokortikoidnu hipotezu starenja, po kojoj usled Stetnih efekata koje izazivaju ovi
hormoni dolazi do smrti hipokampalnih neurona sa starenjem. Hipokampus je posebno osetljiv
na neuronalna o$te¢enja do kojih mogu dovesti glukokortikoidi zbog visoke zastupljenosti oba
tipa glukokortikoidnih receptora. Pored toga, ova struktura je ukljucena u regulaciju HHA ose
negativnom povratnom spregom, pa oStecenja neurona u ovoj strukturi mogu dovesti do daljeg
poveéanja nivoa hormona(Sapolsky, 1992, Sapolsky i saradnici, 1986). Medutim, mnoge
stereoloske studije nisu detektovale gubitak neurona u hipokampusu miSeva, pacova, majmuna ni
ljudi tokom starenja (Leverenz i saradnici, 1999; Rapp i Gallagher, 1996; Rasmussen i saradnici,
1996; West i saradnici, 1994). Takode, stereoloskim ispitivanjem nije detektovan gubitak
neurona u hipokampusu primata nakon hroni¢ne primene visokih doza glukokortikoida
(Leverenz i saradnici, 1999). Pokazano je zapravo da atrofija hipokampusa, gubitak sinapsi i
smanjena neurogeneza vise koreliSu sa funkcionalnim promenama tokom starenja, nego sam
gubitak neurona (Lemaire i saradnici, 2000; Lupien i saradnici, 1998; McEwen, 2000; Smith i
saradnici, 2000). Stoga, pokazano povecanje glukokortikoida tokom starenja moze da bude
posledica intracelularnog povecanja hormona ili promena na nivou receptora za glukokortikoidne
hormone. Pokazano je da sa starenjem u korteksu i hipokampusu miSeva raste nivo enzima 113-
HSDI1, $to dovodi do poremecaja u kognitivnim funkcijama (Holmes i saradnici, 2010). Kod
starih zivotinja kojima je geneti¢kim manipulacijama ukinuta ekspresija ovog enzima kognitivne
funkcije su o¢uvane (Yau i saradnici, 2001). Pored toga, negativna povratna sprega HHA ose se
smanjuje sa starenjem verovatno usled toga Sto dolazi do smanjenja nivoa GR receptora

receptora, $to takode vodi pove¢anom nivou cirkulisucih glukokortikoida (Landfield i Eldridge,
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1989; Masoro, 2007). Pojacana aktivhost HHA ose tokom starenja dovodi do viSih bazalnih
nivoa glukokortikoida kod ljudi i do povecanog nivoa ili produzenog trajanja viSeg nivoa
glukokortikoida nakon stresa i u slucaju razli¢itih bolesti (Nichols, 1998; Ferrari i1 saradnici,
1995; Wilkinson i saradnici, 2001). Smanjenje nivoa hipokampalnih receptora tokom starenja bi
dovelo do toga da hipokampus postane manje osetljiv na delovanje glukokortikoida nego Sto se
zahteva za odrzavanje homeostaze. Poznato je da i u nervnom sistemu, kao i svim drugim, efekti
glukokortikoida variraju od permisivnih do supresivnih (Sapolsky i saradnici, 2000). Smanjeni
odgovor na glukokortikoide tokom starenja bi mogao da dovede do poremecaja homeostaze,
posebno ukoliko je pogodena supresivna funkcija koja sprecava prekomernu odbrambenu
reakciju organizma (Nichols, 1998; Sapolsky i saradnici, 2000). Smanjeni nivo ekspresije GR
receptora izazvan glukokortikoidima je pokazan u starenju (Issa i saradnici, 1990; Lupien i
saradnici, 1998; Bizon i saradnici, 2001), ali ne u svim studijama (Yau i saradnici, 1994; Meijer i
saradnici, 2005; Wang i saradnici, 2013). Pored toga, pokazano je da starenje smanjuje vezivanje
liganda za GR, translokaciju u jedro i sposobnost receptora da se veze za DNK (Hassan i
saradnici, 1999; Murphy i saradnici, 2002; Mizoguchi i saradnici, 2009; Lee i saradnici, 2012).
Kod Zivotinja kojima je geneti¢kim manipulacijama smanjena ekspresija GR-a ili farmakoloski
blokiran ovaj receptor, pokazani su poremecaji slicni onima koji se uo€avaju u starenju
(Sapolsky i saradnici, 1984; Oitzl i saradnici, 1997). Stoga, mogao bi se izvesti zakljucak da
starenje mozga karakteriSe smanjeni prenos glukokortikoidnog signala.

Jo§ jedan od nacina kojim bi smanjen odgovor na glukokortikoide mogao da doprinese
procesu starenja je regulacija ekspresije gena u glijalnim ¢elijama. Povecanje ekspresije GFAP-a
(eng. glial fibrillary acidic protein) u astrocitima predstavlja bioloSki marker procesa starenja, sa
intenzivnim porastom ekspresije kod ljudi preko 65 godina starosti (David i saradnici, 1997;
Nichols, 1999). Poveéana ekspresija iRNK za GFAP je pokazana u nekoliko regiona mozga
tokom starenja i kod glodara (Nichols i saradnici, 1993; Morgan i saradnici, 1999). Studije
globalne analize ekspresije gena kod miSeva i pacova su potvrdile da je GFAP jedan od gena ¢ija
se ekspresija u mozgu menja sa starenjem (Goyns i saradnici, 1998; Lee i saradnici, 2000).
Takode, pokazano je da je ekspresija ovog gena negativno regulisana glukokortikoidima (Laping

1 saradnici, 1994). Stoga, smanjen odgovor na glukokortikoide moze dovesti do povecanja
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ekspresije GFAP gena tokom starenja. Smatra se da su promene u odgovoru na glukokortikoide
u starenju posredovane promenama koje uti¢u na ekspresiju gena na transkripcionom nivou.
Nesposobnost da se povecana ekspresija GFAP vrati na bazalni nivo moZe dovesti do produzene
aktivacije glijalnih ¢elija i gubitka sinapsi kao rezultata neuron-astrocitnih interakcija (Nichols,
1999). Zahvaljuju¢i povezanosti astrocitnih nastavaka sa sinaptickim pukotinama, aktivacija
astrocita moze dovesti do razli¢itih efekata na neurotransmisiju i neurosekreciju, Sto finalno
moZe uticati i na kognitivne sposobnosti (Garcia-Segura i saradnici, 1994; Geinisman i saradnici,
1995). Pretpostavlja se da poremeceni balans GR i MR receptora u mozgu moze da promeni i
odgovor na ekscitatorne stimuluse ¢ime bi mogao da dovede do gubitka homeostaze tokom
starenja (de Kloet, 1991). Povecan influks kalcijuma i smanjeni inhibitorni uticaji su povezani sa
hroni¢nim povecanjem ili smanjenjem nivoa glukokortikoida, §to ¢ini neurone podloznim
procesu neurodegeneracije (de Kloet i saradnici, 1999). Stoga, poremeéen balans receptora moze
biti odgovoran za elektrofizioloske i sinapticke promene koje su pokazane sa starenjem, §to moze
promeniti funkcije glukokortikoida iz adaptivnih u Stetne. Smatra se da kumulativni efekti stresa
1 stresnih hormona, posebno glukokortikoida, pojacavaju stetne efekte drugih povreda i tokom
vremena uzrokuju funkcionalne poremecaje, ukljucujuéi 1 opadanje u kognitivnim

sposobnostima.

1.4. Glukokortikoidi i restrikcija hrane

Brojna istraZzivanja na glodarima su pokazala da je kortikosteron u plazmi Zivotinja na
restrikciji hrane poveéan (Sabatino i saradnici, 1991; Wan i saradnici, 2003; Mager i saradnici,
2006). Poznato je da kratkotrajni tretman kortikosteronom smanjuje nivo GFAP-a u korteksu i
hipokampusu (Nichols i saradnici, 1990; O’Callaghan i saradnici, 1991), i da je povecanje
ekspresije IRNK za GFAP u hipokampusu sa starenjem usporeno primenom restrikcije hrane
(Krekoski i saradnici, 1996; Morgan i saradnici, 1997; Yoshida i saradnici, 1996). Smanjenje
funkcionalnog GFAP-a povecava izrastanje neurita (Lefrancois i saradnici,1997; Wei i saradnici,
2002), Sto sugeriSe protektivnu ulogu koju DR ostvaruje uticajem na nivo ovog gena. Poznato je

da neuroinflamatorni procesi doprinose neurodegenerciji (Akiyama i saradnici, 2000), a DR
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moze umanjiti aktivaciju mikroglije tokom starenja preko antiinflamatornog dejstva
glukokortikoida. Ovo dejstvo se moze ostvariti preko direktne interakcije GR-a sa
transaktivacionim domenom NFkB, transkripcionog regulatora koji pokrece transkipciju gena
inflamatornog odgovora (McKay i Cidlowski, 1999). Pored toga, oba navedena transkripciona
regulatora su redoks-senzitivna. Oksidativni uslovi modifikuju mesta interakcije NFkB sa
specificnim mestima za vezivanje na DNK, dok isti uslovi sprecavaju translokaciju GR u jedro
(Okamoto i saradnici, 1999). Sa starenjem eksponencijalno rastu markeri oksidativnog stresa, a
DR deluje u pravcu njihovog smanjenja (Dubey i saradnici, 1996; Sohal i Weindruch, 1996), na
osnovu ¢ega se moze ocekivati da su u mozgu DR Zivotinja funkcije GR-a ocuvane.

Jedina studija koja je pratila ekspresiju GR u mozgu nakon tri meseca restrikcije hrane je
uradena na adultnim zivotinjama starim 6 meseci (Lee i saradnici, 2000). Uloga sistema
odgovora na stres u mehanizmima preko kojih DR ostvaruje svoje efekte je zatudujuée malo
ispitivana, ako se uzme u obzir povecan nivo glukokortikoidnih hormona koji je prate. Poznato je
da u uslovima produzenog izlaganja stresu kao i kod hroni¢nog izlaganja glukokortikoidima
dolazi do mnogih morfoloskih i molekularnih promena u regionima mozga koji su zaduZeni za
kognitivne sposobnosti. Nakon produzenog izlaganja stresu ili oralne primene kortikosterona kod
glodara dolazi do atrofije dendrita u hipokampusu, posebno u CA3 regionu (Woolley i saradnici,
1990; Vyas i saradnici, 2002) i remeti se hipokampalna neurogeneza (Brummelte i Galea, 2010).
Takode, znacajno se smanjuje ekspresija proteina koji su ukljuceni u sinapticku plasti¢nost u
hipokampusu, ukljué¢ujuci aktivnost ERK (eng. extracellular signal-regulated kinase) kinaze i
CREB transkripcionog faktora, kao i ekspresija BDNF trofinskog faktora (Gourley i saradnici,
2008; Lakshminarasimhan i Chattarji, 2012). Funkcionalno, hroni¢no izlaganje
glukokortikoidima remeti sinapti¢ku plasti¢nost (Pavlides i saradnici, 1993) i procese formiranja
memorije (Dachir i saradnici, 1993). Uprkos tome, pokazano je da hroni¢éna DR smanjuje
poremecaje u sinapti¢koj efikasnosti do kojih dolazi sa starenjem (Eckles-Smith i saradnici,
2000; Hori i saradnici, 1992). Pokazano je da DR mozZe zastiti mozak od oStecenja tokom
starenja preko ocCuvanja sinapticke plasticnosti indukcijom ekspresije neuroprotektivnih
molekula poput BDNF-a (Duan i saradnici, 2001; Smiljani¢ i saradnici, 2015), i spreavanjem

smanjenja u ekspresiji sinaptickih proteina do kojih dolazi sa starenjem (Mladenovi¢ Pordevic i
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saradnici, 2010). Takode, DR doprinosi odrzanju homeostaze holesterola u mozgu tokom
starenja, Sto je znaCajno s obzirom da je holesterol, kao glavni konstituent lipidnih raftova,
kljuéni Cinilac sinapticke aktivnosti (Smiljani¢ i saradnici 2014). Aktivirani signalni putevi u
sinapti¢kim zavrSecima mogu biti posebno vazni za ocuvanje sinaptiCke plasti¢nosti i
spreCavanje gubitka sinapsi i smrti neurona tokom starenja (Kim i Yoon, 1998). Takode, DR ne
smanjuje neurogenezu u hipokampusu, ve¢ povecava broj novih neurona i stopu njihovog
preZivljavanja (Lee i saradnici, 2000). Literaturni podaci pokazuju da DR moZe poboljsati
funkcije ucenja i pamcenja (Algeri i saradnici, 1991; Ingram i saradnici, 1987; Pitsikas i Algeri,
1992), koje opadaju sa starenjem. Poznato da u starenju dolazi do deregulacije prenosa signala
posredovanih GR-om, a do sada nisu ispitivani efekti restrikcije hrane na ekspresiju GR-a i

signalne puteve glukokortikoida tokom procesa starenja.
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2. Cilj

Dugotrajna restrikcija hrane produZava Zivotni vek i odlaZe pojavu mnogih bolesti koje se
javljaju sa starenjem. Zivotinje kojima je unos hrane smanjen pokazuju otuvane kognitivne
funkcije tokom starenja, s obzirom na to da na testovima ucenja i pamcenja postizu bolje
rezultate od onih kojima unos hrane nije ograni¢en. U isto vreme, kod Zivotinja na dugotrajnoj
restrikciji hrane povecava se nivo kortikosterona u plazmi, §to ukazuje da ovaj tretman deluje
kao blagi stresor. Do sada nije ispitivano do kakvih promena u signalnom putu glukokortikoida
dovodi smanjeni unos hrane tokom starenja u mozgu. Centralno polje istraZzivanja procesa
starenja neizbeZzno podrazumeva ispitivanje korteksa i hipokampusa, struktura u mozgu koje su
kljuéne za odvijanje kognitivnih funkcija. Sa druge strane, iste strukture ucestvuju u regulaciji

HHA ose kao vazni delovi negativne povratne sprege.

U skladu sa navedenim, cilj doktorske disertacije je da se ustanove efekti dugotrajne
restrikcije hrane na signalni put glukokortikoida u korteksu i hipokampusu pacova tokom

starenja i stoga su postavljeni slede¢i zadaci istrazivanja:

1. Utvrdivanje koncentracije kortikosterona u korteksu i hipokampusu pacova tokom starenja,

kao i efekata dugotrajne restrikcije hrane na nivo ovog steroidnog hormona;

2. Utvrdivanje zastupljenosti 11B-HSD1, klju¢nog enzima koji u mozdanom tkivu reguliSe
dostupnost kortikosterona za njegove receptore, tokom starenja i pod uticajem dugotrajne

restrikcije hrane;

3. Utvrdivanje zastupljenosti glukokortikoidnog receptora tokom starenja i nakon podvrgavanja
dugotrajnoj restrikciji hrane, kao i stepena njegove fosforilacije na serinskom ostatku 232

(Ser®®?) koja korelige sa aktivno$éu receptora kod pacova;
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4. Utvrdivanje zastupljenosti CDKS5 kinaze, za koju je pokazano da fosforiliSe glukokortikoidni
receptor na Ser”®?, kao i zastupljenost aktivatorskih proteina za ovu kinazu, tokom starenja i pod

uticajem dugotrajne restrikcije hrane;

5. Utvrdivanje aktivnosti glukokortikoidnog receptora kao transkripcionog regulatora preko

merenja nivoa iIRNK za sgk-1 gen ¢ija je ekspresija regulisana glukokortikoidima;

6. Utvrdivanje uticaja starenja 1 dugotrajne restrikcije hrane na nivo mineralokortikoidnog
receptora, koji zajedno sa glukokortikoidnim receptorom determiniSe finalni odgovor na

glukokortikoidni hormon;

Poznato je da dve ispitivane mozdane strukture pokazuju razli¢itu osetljivost na tretman
glukokortikoidima, pa su stoga postavljeni i dodatni zadaci istrazivanja u okviru doktorske

disertacije:

7. Utvrdivanje strukturnih specifi¢nosti u odgovoru komponenti glukokortikoidnog puta na

tretman dugotrajnom restrikcijom hrane tokom procesa starenja;

8. Razjasnjavanje mogucih mehanizama preko kojih se ostvaruju razliciti efekti u ispitivanim

strukturama mozga.

27



3. Materijali i metode

3.1. Eksperimentalne Zivotinje i eksperimentalna procedura

U eksperimentu su koriS¢eni muZjaci pacova soja Wistar stari 6, 18 i 24 meseca iz
vivarijuma Instituta za bioloska istaZivanja “SiniSa Stankovi¢”. Zivotinje su gajene po 2-4 u
kavezu, pod standardnim uslovima (temperatura: 23+£2°C; relativna vlaznost vazduha: 60-70%;
svetlosni rezim 12 sati svetlost/12 sati mrak; slobodan pristup vodi). Na pocetku eksperimenta
odredena je prosecna dnevna potrosnja hrane po zivotinji sedmodnevnim merenjem koli¢ine
hrane koje su Zivotinje konzumirale. Nakon toga su eksperimentalne Zivotinje podeljene u dve
grupe. Prva grupa, oznacena kao ad libitum (AL), je imala slobodan pristup hrani, dok je druga
grupa zivotinja (oznacena kao DR) pocevsi od 6. meseca starosti podvrgnuta hroni¢noj restrikciji
hrane prema slede¢em reZzimu: svaki drugi dan Zivotinje su dobijale 100% prose¢nog dnevnog
unosa hrane AL grupe. Koli¢ina hrane za DR grupu je jednom mesecno prilagodavana unosu AL
grupe ponovnim merenjem prose¢ne dnevne potroSnje hrane po zivotinji. Obe grupe zivotinja su
hranjene standardnom briketiranom hranom (45% ugljeni hidrati; 5% masti; 20% proteini). Svi
eksperimenti na Zzivotinjama odobreni su od strane Etickog komiteta IBISS-a (reSenje broj
62/10).

Zivotinje iz obe eksperimentalne grupe su Zrtvovane brzom dekapitacijom u trenutku
dostizanja odredene starosti, tj. kada su napunile 18 i 24 meseca. Na isti nacin su zrtvovane i
Zivotinje stare 6 meseci, koje su predstavljale kontrolnu grupu.

Za lan¢anu reakciju polimerizacije (PCR, eng. polymerase chain reaction) i imunoblot
analizu je iskori§¢eno 35 Zivotinja (n = 5 Zivotinja za svaku starosnu grupu). Kora velikog mozga
(korteks) i hipokampus izolovani su iz mozga zrtvovanih zivotinja na ledu, kako bi se ublazilo
dejstvo proteolitickih enzima. Eksperimentalni uzorci su dobijeni spajanjem svih uzoraka
kortikalnog i hipokampalnog tkiva jedne eksperimentalne grupe. Po 100 mg ovako pulovanog
tkiva svake eksperimentalne grupe je odvojeno za izolaciju RNK, dok je ostatak ostavljen na -80

°C za dalju izolaciju proteina i merenje koli¢ine kortikosterona u tkivu.
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Za imunohistohemijska bojenja iskoriS¢eno je 12 pacova (tri eksperimentalne grupe: 6
meseci stare AL, 24 meseca stare AL i 24 meseca stare DR Zivotinje; n = 4). Nakon izolacije,
mozak je fiksiran u 4% paraformaldehidu u 0,1 M fosfatnom puferu, pH 7.4, 24 sata, a potom je
dehidratisan u rastu¢em gradijentu saharoze (10%, 20% i1 30%; Sigma) u 0,1 M fosfatnom puferu.
Nakon dehidratacije tkivo je brzo zamrznuto u ohladenom n-pentanolu i ¢uvano na -80°C do seenja.
Poprecni preseci mozga debljine 30 pum, iseCeni na kriotomu (Leica), su odlagani u ohladeni 0,1 M
fosfatni pufer u kome su ¢uvani do bojenja (najduze 7 dana). Za kasnije koriS¢enje, preseci su cuvani

na -20°C u odgovaraju¢em rastvoru (40% glicerol i 25% etilen glikol u 0,1 M fosfatnom puferu).

3.2. Odredivanje koncentracije kortikosterona u moZdanom tkivu pacova

Koncentracija kortikosterona u ispitivanim mozdanim tkivima pacova je merana
enzimskim imunoesejem velike osetljivosti (Corticosterone EIA, ENZO Life Sciences). Esej
predstavlja kompetitivni ELISA test (eng. enzyme-linked immunosorbent assay) u kome je
poliklonsko antitelo za kortikosteron vezano za unutra$nju povrsinu mikrotitar ploce. Uzorci su
pripremljeni iz ukupnog celijskog ekstrakta, iz kojeg je kortikosteron ekstrahovan tri puta
ponovljenim vorteksovanjem sa 5 volumena dietil-etra u trajanju od 10 min. Nakon svakog
koraka ekstrakcije smeSa je centrifugirana 15 minuta na 45009 u mikrocentrifugi (Centrifuge
5417R; Eppendorf) i dobijene organske faze su spojene. Rastvara¢ je uparen preko noéi na
sobnoj temperaturi, i finalni uzorci dobijeni rastvaranjam ekstrahovanog kortikosterona u puferu
za esej. Standardi, kontrolni uzorci i nepoznati uzorci su naneti na plo¢u u duplikatu i inkubirani
dva sata na sobnoj temperaturi sa antitelom za kortikosteron koje je konjugovano sa alkalnom
fosfatazom. Ploc¢a je zatim sukcesivno ispirana i dodat je hromogeni supstrat p-nitrofenil fosfat.
Nakon jednog sata inkubacije na sobnoj temperaturi, enzimska reakcija je prekinuta dodavanjem
trinatrijum fosfata, nakon cega je apsorbanca o€itavana na 405 i 570 nm (korekciona OD)
pomocu spektofotometra (Multiskan Spectrum, Thermo Eelectron Corporation, Finska).
Intenzitet razvijene boje je bio obrnuto proporcionalan koncentraciji kortikosterona u uzorku.

Vrednosti koje su ocCitane sa semilogaritamske standardne krive (4PL kriva, GraphPad Prism 5)
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su izrazene u ng/g tkiva. Osetljivost eseja je bila 26.99 pg/ml a unutar- i meduesejske varijacije
ispod 6%, odnosno 9%.

3.3. RT-PCR u realnom vremenu

Analiza promena na nivou iRNK uradena je metodom semikvantitativnog RT-PCR u
realnom vremenu (RQ-PCR, eng. relative quantification polymerase chain reaction). Sli¢no
ostalim RT-PCR pristupima, metoda obuhvata najpre korak reverzne transkripcije u kome se
ukupna iIRNK prevodi u cDNK, i potom korak amplifikacije dela cDNK od interesa. Kod RT-
PCR-a u realnom vremenu u svakom ciklusu PCR-a se prati zastupljenost sintetisanog produkta

Sto omogucava pouzdanu kvantifikaciju nivoa ekspresije ispitivanog gena.

3.3.1. Izolacija RNK i reverzna transkripcija (RT)

Ukupna RNK je izolovana iz po 100 mg tkiva korteksa i hipokampusa svih
eksperimentalnih grupa TRIZOL reagensom (Gibco BRL, Life Technologies), prema protokolu
proizvodaca. Koncentracija RNK je odredena spektrofotometrijski, a kvalitet izolovane RNK
proveren je na 1% agaroznom gelu. Mogucéa kontaminacija uzoraka hromozomskom DNK
otklonjena je tretmanom 10 pg ukupne RNK sa 10 U RNase free DNase | (Fermentas) tokom 30
minuta na 37°C. DNaza | je inaktivirana dodavanjem EDTA i inkubacijom 10 minuta na 65°C, a
potom je precis¢ena RNK rastvorena u vodi tretiranoj 0.1% dietilpirokarbonatom (DEPC). Za
reverznu transkripciju tj. sintezu cDNK je koris¢en High-Capacity cDNA Archive komercijalni
paket (Applied Biosystems) sa nasumic¢nim heksamerima, po slede¢em protokolu: 10 minuta na
25°C, 120 min na 37°C i 5 minuta na 65°C. Reakciona smeSa u zapremini od 50 pl je sadrzavala:
1x RT pufer, 5.5 mM MgCl;, 0.5 mM svakog nukleotida, 2.5 uM heksamera, 0.4 U/ul RNaznog
inhibitora, 1.25 U/ul MultiScribe reverzne transkriptaze i 5 ug RNK.
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3.3.2. RQ-PCR

U analizi zastupljenosti odgovaraju¢ih iRNK su koriS¢eni komercijalni eseji (Assay-on-
Demand Gene Expression Product, Applied Biosystems) (Tabela 1). Kao endogena kontrola
koris¢en je gapdh u skladu sa prethodno uredenim validacionim i eksperimetnima
medukompatibilnosti eseja za starenje 1 restrikciju hrane kao tretman (Tani¢ i saradnici, 2007).

Reakciona smeSa je sadZavala 1xTagMan® Universal Master Mix-a sa AmpErase®
Uracil N-glikozilazom (UNG), 1x Assay Mix MGB probe (eng. minor groove binder probe
obelezene 6-FAM bojom) i 1ng RNK prevedene u ¢cDNK. Kori$¢en je aparat ABI Prism 7000
Sequence Detection System i slede¢i program amplifikacije: 2 minuta na 50°C, 10 minuta na
95°C i 40 ciklusa sa po 15 sekundi na 95°C i zatim 1 minutom na 60°C. Nakon toga je odredena
vrednost eksperimentalnog praga reakcije (eng. threshold), a iz nje tzv. Ct (eng. treshold cycle)

vrednost.

Tabela 1. Kataloski brojevi komercijalnih eseja korisc¢enih u reakcijama RQ-PCR-a

Kataloski broj eseja za RQ-PCR

gen (Applied Biosystems)
gfap Rn00566603_m1
gapdh Rn99999916 sl

Svaki uzorak je raden u triplikatu, a srednja Ct vrednost je koriS¢ena za dalju analizu.
Zarad korekcije internih razlika u efikasnosti amplifikacije svaki uzorak je normalizovan u
odnosu na nivo ekspresije odgovarajuce endogene kontrole. Kvantifikacija je je uradena 24"
metodom (Livak i Schmittgen, 2001), a statisticka znacajnost (p < 0.05) promena je testirana
upotrebom komjuterskog programa RQ Study Add ON v 1.1. Za efekte starenja i tretmana u obe
ispitivane strukture i za sve ispitivane gene kao kalibrator je koriS¢en uzorak od 6 meseci, ali je
potom, za efekte dugotrajne restrikcije hrane, kao kalibrator postavljana i odgovarajuc¢a starosna
kontrola. Rezultati su izrazeni kao stepen promene u odnosu na adekvatnu kontrolnu grupu kojoj

je dodeljena vrednost 1 (srednja vrednost + standardna greska).
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3.3.3. Semikvantitativni RT-PCR

Semikvantitativnom RT-PCR analizom je odreden nivo ekspresije gena od interesa i

kontrolnog gena, njihovom paralelnom amplifikacijom u istoj reakcionoj smesi (dupleks PCR).

Kao kontrolni geni koris¢eni su gapdh i p-aktin geni. PCR reakcija je izvedena u finalnom

volumenu od 25 pl sa 150 ng cDNA, u reakcionoj smesi koja je sadrzala 1.5 mM MgCl;, 0.2

mM dNTP i 1 U Taq polimeraze (Fermentas). Reakcije su izvodene na GeneAmp® PCR System

9700 aparatu (Applied Biosystems). Sekvence prajmera su prikazane u Tabeli 2. Sve PCR

reakcije su radene iz dve nezavisne RT reakcije 1 ponovljene najmanje po tri puta. PCR protokol

je bio sledeci: inicijalna denaturacija u trajanju od 2 minuta na 95°C, nakon ¢ega je sledio 31 ciklus

koji je podrazumevao: denaturaciju (u trajanju od 15 sekundi na 95°C), aniling (u trajanju od 30

sekundi na 58°C) i elongaciju (u trajanju od 30 sekundi na 72°C), sa finalnom elongacijom na 72°C

5 min. Nakon toga uzorci su ¢uvani na 4°C.

Tabela 2. Sekvence parova prajmera koriséenih u semikvantitativnoj RT-PCR analizi

i duZina produkata reakcije

Gen Sekvence prajmera (5'-3") Duzina PCR
produkta (bp)

AGCTCTTCTGTTAGCAGCCCGCTG

mr 472
CTGAAGTGGCATAGCTGAAGGCAT
TGCAAACCTCAATAGGTCGACCAG

gr 522
TAAACTGGGCCCAGTTTCTCTTGC
GGTGCCTTGCTGAGTTGGT

sgk-1 597
GGGCCTTCACTTCTCTTTCC
GACCGAGATTGCCAATCTAC

c-fos 296
GGAAACAAGAAGTCATCAAAGG
CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT

gapdh 306
AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC

_ TGGACATCCGCAAAGACCTGTAC

p-aktin 142

TCAGGAGGAGCAATGATCTTGA
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PCR produkti su analizirani na 2% agaroznom gelu. Na gelu je analiziran ukupan
reakcioni volumen od 25 pl u koji je dodato 5 ul boje (0,4% bromfenol plavo u 50% glicerolu).
Nakon elektroforeze u 0.1 M TBE puferu produkti su vizuelizovani na Gel Doc sistemu (Gel
Doc 1000, Bio Rad) i kvantifikovani upotrebom kompjuterskog programa Multi-Analyst/PC
Software Image Analysis System (Gel Doc 1000, Bio Rad). Dobijene vrednosti signala za
odredeni gen u svakom uzorku su izrazene u odnosu na vrednost signala endogene kontrole istog
uzorka. Tako dobijene relativne vrednosti su dalje koriS§¢ene za statistiCku obradu rezultata i

njhovo graficko predstavljanje.

3.4. Odredivanje nivoa proteina semikvantitativnom analizom imunoblotova

3.4.1. Izolovanje ukupnih Celijskih ekstrakata iz moZdanih struktura

Kao pufer za liziranje tkiva i izolaciju proteina koris¢en je RIPA pufer (50 mM Tris pH
7.5; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0.5% Na-deoksiholat; 0.1% SDS) u koji je, na 10 ml dodata po
jedna tableta komercijalno nabavljenog koktela proteaznih inhibitora (Mini Protease Inhibitors
Coctail, Boehringer M). Tkivo je homogenizovano u 10 zapremina pufera za liziranje
specijalnim tu¢kom za mikroepruvete zapremine 1.5 ml (20 zaveslaja), a zatim je homogenat
sonifikovan. Homogenat je potom centrifugiran na 20800g, 30 minuta na 4°C, a dobijeni
supernatanti koji predstavljaju ukupne ¢elijske ekstrakte mozdanih struktura su ¢uvani na -80°C

do upotrebe.

3.4.2. Izolovanje citoplazmaticne i jedarne frakcije proteina iz tkiva korteksa

Citoplazmati¢na 1 jedarna frakcija proteina iz tkiva korteksa izolovane su pomocu
komercijalno nabavljenog kompleta (NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents,
Thermo Scientific), po uputstvu proizvodaca. Ukratko, tkivo je usitnjeno, isprano u 0,1 M
fosfatnom puferu, pH 7.4, i centrifugirano na 500g, 5 minuta na 4°C. Supernatant je odbacen, a
pelet homogenizovan u odgovarajuéem volumenu pufera za izolaciju citoplazmati¢ne frakcije

(CER 1). Potom je homogenat snazno vorteksovan i inkubiran na ledu. Nakon dodavanja
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slede¢eg pufera za korak izolacije citoplazmati¢ne frakcije (CER II) i snaZznog vorteksovanja,
homogenat je centrifugiran na 16000g 5 minuta. lzdvojeni supernatant predstavljao je
citoplazmati¢nu frakciju, koja je prebacena u nove mikroepruvete i ¢uvana na -80°C do upotrebe.
Talog dobijen u prethodnom koraku, koji je sadrZao jedra, je resuspendovan u puferu za lizu
jedara (NER) i vorteksovan po 15 sekundi svakih 10 minuta u ukupnom trajanju od 40 minuta.
Nakon centrifugiranja na 16000g u trajanju od 10 minuta, izdvojeni supernatant koji je
predstavljao jedarnu frakciju proteina je prebacen u nove mikroepruvete i ¢uvan na -80°C do

upotrebe.

3.4.3. Odredivanje koncentracije proteina u ukupnim Celijskim ekstraktima i Celijskim

frakcijama

Koncentracija proteina u ukupnim ¢elijskim ekstraktima i ¢elijskim frakcijama odredena
je metodom po Pierce-u pomoc¢u komercijalno nabavljenog kompleta (Micro BCA Protein Assay
Kit; Pierce Inc., Rockford, USA), tzv. mikrometodom, po uputstvu proizvodaca. Uzorci se najpre
razblaZzeni 10 puta (5 pl uzorka i 45 pl mQH20) i potom je po 10 pul razblazenog uzorka dodato u
115ul dejonizovane H,O i 125 pl boje. Nakon 2 h inkubacije na 37°C ocitana je apsorbanca na
562 nm koris¢enjem ELISA citaca (Bio-Rad Laboratories). Za standardnu krivu koris¢ene su

poznate koncentracije govedeg albumina seruma (BSA, eng. Bovine serum albumin, Sigma).

3.4.4. Elektroforeza proteina

Elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj tezini vrSeno je na SDS
denaturiSu¢im poliakrilamidnim gelovima (SDS-PAGE) u tzv. diskontinualnom sistemu
(Laemmli, 1970). Za nalivanje gelova debljine 0.75 mm i samu elektroforezu koris¢ena je mini
aparatura za elektroforezu (Mini-PROTEAN 11 Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories). Gel
za razdvajanje je pored akrilamid/bisakrilamida (Sigma) u odnosu 29:1, (finalne koncentracije 8
ili 10%), sadrzao 1 0.375 M Tris pH 8.8 1 0.1% SDS. Gel za koncentrisanje bio je sledeceg
sastava: 5% akrilamid/bisakrilamid (29:1); 0.125 M Tris pH 6.8 i 0.1% SDS. Za polimerizaciju
je koris¢eno 60 ul 10% amonijum persulfata (ICN) i 5 ul TEMED-a (Serva) na 10 ml rastvora

akrilamida.
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Koli¢ina proteina koja je nanoSena na gel optimizovana je eksperimentalno za svaki
protein pomocu krivih sa sukcesivnim razblazenjima proteina i koncentracijama primarnog
antitela preporucenim od strane proizvodaca. Kao optimalna koli¢ina proteina uzeta je ona koja
se nalazi u linearnom opsegu krive zavisnosti intenziteta signala i1 koli¢ine nanetih proteina. Za
ispitivane proteine nanoSeno je po 20 ili 40 png ukupnih proteina. Kao pufer za nalivanje koris¢en
je 2xLaemmli pufer (31.25 mM Tris pH 6.8; 10% glicerol; 1% SDS; 5% 2-merkaptoetanol;
0.025% bromfenol plavo) dodat uzorku u odnosu 1:1 (v/v). Uzorci su pre nalivanja dodatno
denaturisani kuvanjem 5 minuta na 95°C. Kao standard za molekulsku tezinu koris¢en je obojeni
marker Sirokog opesega (10-170 kDa; Fermentas). Elektroforeza se odvijala u puferu za
elektroforezu standardnog sastava (192 mM glicin; 25 mM Tris pH 8.3; 0.1% SDS) pod

konstantnim naponom od 120 V, dok boja ne stigne do kraja gela.

3.4.5. Elektrotransfer proteina

Za prenos proteina sa poliakrilamidnog gela na PVDF membranu (0.45 um, Millipore)
koris¢en je mini sistem za transfer (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad
Laboratories). Gel je najpre ekvilibrisan 15 minuta u puferu za transfer (20% metanol; 192 mM
glicin; 25 mM Tris pH 8.3), a elektrotransfer proteina je vrSen tokom 70 minuta, pod konstantnim
naponom od 120 V. Po zavrSsenom transferu membrane su suSene 2 sata na sobnoj temperaturi da bi
se fiksirali preneti proteini. Potom su membrane bojene bojom Ponceau-S (1% boja Ponceau-S; 5%
glacijalna siréetna kiselina), dok su gelovi bojeni bojom komazi plavom (0.25% Coomassie Brilliant
Blue R250; 10% glacijalna siréetna kiselina; 45% metanol), u cilju dobijanja vizuelne potvrde
uspesnosti transfera. Membrane su zatim odbojene ispiranjem u destilovanoj vodi i potom osusene

na sobnoj temperaturi. Do daljeg rada su skladiStene na 4°C.

35



3.4.6. Imunoloska detekcija proteina specificnim antitelima - imunoblot metoda

Membrane su inkubirane u rastvorima antitela uz lagano muc¢kanje. Kao blokirajuci agens
koris¢eno je 5% obrano mleko u prahu ili 2% BSA rastvoren u Tris puferu sa dodatkom
deterdZzenta Tween-20 (TBST: 20 mM Tris-HCI pH 7.6; 137 mM NaCl; 0.05% Tween 20).
Primarna antitela su razblazena samo u TBST-u. KoriS¢ena su sledeCa primarna antitela
(razblazenje v/v): zeCje anti-GR (1:300; P-20, Santa Cruz); zeCje anti-pGR (1:500; Cell
Signaling); kozje anti-113-HSD1 (1:1000; R&D); ze¢je anti-CDKS5 (1:1000; Santa Cruz); zecje
anti-p35 (1:2000; Santa Cruz); ze¢je anti-FKBP51 (1:1000; Santa Cruz); miSje anti-Hsp90
(1:5000; Santa Cruz); zec¢je anti-NFxB (1:1000; Santa Cruz); ze¢je anti-B-aktin (1:10000; Sigma)
i kozje anti-GAPDH (1:1000; Santa Cruz).

Membrane su inkubirane u rastvoru primarnog antitela preko noci na 4°C, a potom
ispirane 5 puta po 5 minuta u TBST-u i dalje inkubirane 1h na 4°C, sa odgovarajué¢im
sekundarnim antitelom. Kori$¢ene su dve vrste sekundarnih antitela — antitela direkno obelezena
fluorescentnom bojom Aleksa-488 (1:2000; Invitrogen) i antitela obelezena enzimom,
peroksidazom rena (HRP, eng. horse radish peroxidase). Nakon inkubacije sa fluorescentnim
sekundarnim antitelom u mraku, membrane su ispirane 5 puta po 5 minuta u TBST-u i osuSene
na sobnoj temperaturi. Signal je detektovan na STORM sistemu za neradioaktivnu detekciju (GE
Healthcare) upotrebom svetlosti talasne duzine 450 nm. Za detekciju hemiluminiscentnog
signala, sekundarnim antitelima obeleZenim peroksidazom rena je najpre ponuden supstrat koji u
sebi sadrzi luminol (komercijalni komplet - Western blotting detection reagents,
chemiluminescent, GE Healthcare). Membrana je inkubirana u supstratu 2 minuta i izloZzena
autoradiografskom filmu osetljivom na plavu svetlost (Kodak) u trajanju od 1 do 30 minuta.

Filmovi su razvijeni odmah i skenirani radi dalje analize.
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3.4.7. Semikvantitativna analiza imunoblotova

Intenzitet imuno signala na skeniranim membranama i filmovima odreden je
denzitometrijskom, kvantitativnom analizom kori$¢enjem programskog paketa Image Quant
(Version 5.2, GE Healthcare). Dobijene vrednosti svakog uzorka normalizovane su najpre u
odnosu na odgovarajucu endogenu kontrolu ¢ime su dobijene relativne vrednosti nivoa proteina.
Potom su izraCunate srednje vrednosti i standardna greska relativnih vrednosti za sve
eksperimentalne grupe (n=8-12). Zarad razmatranja efekata starenja, rezultati imunoblot analize
su izrazeni kao stepen promene u odnosu na vrednosti dobijene za kontrolnu grupu 6 meseci
starih Zivotinja kojoj je dodeljena vrednost 1. Efekat restrikcije hrane izraZzavan je kao stepen

promene u odnosu na vrednosti dobijene za odgovarajuce starosne kontrole.
3.4.8. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka dobijenih analizom imunoblotova koriS¢en je
kompjuterski program STATISTICA 6.0. Najpre je proveravana normalna distribucija dobijenih
podataka za svaku eksperimetnalnu grupu. Za poredenja izmedu grupa koriS¢ena je
jednofaktorska ANOVA (eng. ANalysis of VAriance) i potom FiSerov LSD test. Statisticki
znacajnim razlikama su smatrane one kod kojih je p<0.05. Na graficima, statisticki znacajne
promene u odnosu na grupu od 6 meseci su obeleZzene simbolom *, ili pak # za promene do kojih

je doslo pod uticajem restrikcije hrane, a u odnosu na odgovarajucu starosnu kontrolu.
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3.5. Histoloske analize

3.5.1. Imunohistohemijsko obeleZavanje

Specificno imunohistohemijsko obelezavanje za konfokalnu mikroskopiju uradeno je
"free-floating” metodom. Citav postupak, osim inkubacije u primarnom antitelu, uraden je na
sobnoj temperaturi uz lagano muckanje, a rastvori su pravljeni u 0,1 M fosfatnom puferu, pH 7.4.
Preseci su najpre dobro isprani 3 puta po 5 minuta u fosfatnom puferu, nakon cega je uradeno
demaskiranje antigena u zagrejanom citratnom puferu (10 mM natrijum-citrat, pH 6.0). Nakon
ponovnog ispiranja 3 puta po 5 minuta u fosfatnom puferu, blokirana su mesta nespecificnog
vezivanja antitela inkubiranjem preseka jedan sat u 10% serumu koze (Dako) i 0.1% Triton X-
100 (BDH Chemicals) u fosfatnom puferu. Ovako pripremljeni preseci su prebaceni u rastvor
zeCjeg anti-pGR antitela (1:25; Cell Signaling) u fosfathom puferu koji je sadrzao 1% serum
koze 1 inkubirani preko no¢i na 4°C. Nevezana primarna antitela uklonjena su ispiranjem u
fosfatnom puferu 3 puta po 5 minuta, a zatim su preseci inkubirani 90 minuta sa sekundarnim
kozjim-anti-ze¢jim IgG antitelom (1: 250; Invitrogen) obelezenim Aleksa-488 bojom (zeleno).
Preseci su potom opet isprani 5 puta 5 minuta u fosfathom puferu sa dodatim 0.05% Triton X-
100 (BDH Chemicals), nakon ¢ega su postavljeni na SuperFrost® plocice (Dako) i osuSeni na
vazduhu 30 minuta. Plocice sa presecima su potom potopljene 10 minuta u rastvor DAPI
fluorescentne boje (1:1500) koja obelezava jedra ¢elija specificno se vezujuéi za dvolancanu
DNK. Ploc¢ice su opet ispirane 3 puta po 5 min u fosfatnom puferu i dalje standardno
pripremljene  nakapavanjem medijuma za fluorescentno  mikroskopiranje (Dako).
Imunohistohemijsko bojenje je analizirano na konfokalnom mikroskopu Leica TSC SP8 (Leica
Microsystems), a fotomikrografije su snimljene digitalnom kamerom (objektiv x63).
Odgovaraju¢a negativna kontrola (bez primarnog antitela) potvrdila je odsustvo nespecifi¢nog

vezivanja.
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4. Rezultati

4.1. Nivo kortikosterona u korteksu i hipokampusu pacova razliite starosti - uticaj dugotrajne

restrikcije hrane

Koncentracije kortikosterona u korteksu i hipokampusu pacova tokom starenja i kod
zivotinja koje su izlagane dugotrajnoj restrikciji hrane, dobijene enzimskim imunoesejem,
prikazane su na Slici 4. Analiza je pokazala da se kod pacova soja Wistar nivo ovog endogenog
glukokortikoida menja sa starenjem i pod uticajem restrikcije hrane u obe ispitivane strukture.

Nivo kortikosterona u korteksu 18 meseci starih zivotinja koje su imale neograni¢en unos
hrane bio je smanjen za 61%, dok je kod 24 meseca starih AL Zivotinja povecan 2,7 puta u
odnosu na nivo detektovan kod kontrolne grupe 6 meseci starih Zivotinja (Slika 4A; *p<0.05). U
odnosu na istu kontrolnu grupu, koncentracija kortikosterona kod Zivotinja koje su bile
podvrgnute restrikciji hrane bila je znaCajno povecana samo kod najstarije ispitivane grupe
zivotnja, ¢ak 4,3 puta (*p<0.05). Kod grupe 18 meseci starih DR Zivotinja nivo kortikosterona se
nije znacajno razlikovao od nivoa detektovanog kod kontrolne grupe zivotinja starih 6 meseci. U
odnosu na odgovarajuce starosne kontrole, medutim, detektovani nivo kortikosterona je bio
povecan u obe ispitivane starosne tacke u korteksu DR Zivotinja, i to 3,1 put kod 18 meseci starih
I za 58% kod 24 meseca starih zivotinja (#p<0.05).

U hipokampusu je detektovan pad u nivou kortikosterona za 30% kod 18 meseci starih
AL Zivotinja, a u odnosu na 6 meseci stare kontrole (Slika 4B; *p<0.05). Kod 24 meseca starih
AL Zivotinja nivo kortikosterona je ostao nepromenjen u odnosu na nivo detektovan kod istih
kontrolnih Zivotinja, dok je kod Zivotinja podvrgnutih restrikciji hrane detektovan znacajan
porast nivoa kortikosterona samo kod najstarije ispitivane grupe Zivotinja (za 58%, *p<0.05).
Ispitivane DR grupe su imale znacajno poviSen nivo kortikosterona u hipokampusu i u odnosu na
odgovarajuce starosne AL kontrole (za 57% kod 18 meseci starih 1 za 59% kod 24 meseca starih
DR zivotinja, #p<0.05).

Dobijeni rezultati pokazuju da dugotrajna restrikcija hrane povecava nivo kortikosterona

kod obe starosne grupe i u obe analizirane mozdane strukture.
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Slika 4. Bazalni nivo kortikosterona u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad libitum
(AL, sivi stubiéi) ili podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane (DR, crni stubi¢i) tokom starenja.
Koncentracija kortikosterona je odredena enzimskim imunoesejem u odgovaraju¢im tkivima 6, 18 i 24
meseca (m) starih Zivotinja i izraZzena u ng/g tkiva. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost +
standardna gre$ka.*p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu (6m); #p<0.05 u odnosu na odgovarajucu
starosnu AL grupu

4.2. Analiza zastupljenosti proteina 11p-HSDI1 u korteksu i hipokampusu pacova razlicite

starosti - uticaj dugotrajne restrikcije hrane

Enzim 11B-HSD1 lokalno povecava koncentraciju aktivnih glukokortikoida. Da bi se
utvrdilo da li postoji korelacija izmedu detektovanih promena u nivou kortikosterona i ekspresije
ovog enzima u korteksu i hipokampusu pacova, dalje je analizirana proteinska ekspresija 11p3-
HSD1.

Analiza rezultata dobijenih imunoblot metodom je pokazala da ekspresija ovog enzima u
korteksu tokom starenja ostaje nepromenjena (Slika 5A). Nakon dugotrajne restrikcije hrane
dolazi do povecane ekspresije ovog enzima, sa izrazenijom promenom kod grupe nastarijih
ispitivanih Zivotinja. Nivo detektovan kod grupe 18 meseci starih DR zivotinja bio je povecan za
svega 17%, mada je povecanje statisticki znacajno, dok je kod DR Zivotinja starih 24 meseca
nivo 11B-HSDI1 povecan za 30% u odnosu nivo detektovan kod kontrolnih, 6 meseci starih
zZivotinja (*p<0.05). Kod obe DR grupe, povecanje je bilo statisticki zna¢ajno i u odnosu na
odgovarajuce starosne kontrole (za 22% kod 18 meseci starih 1 za 45% kod 24 meseca starith DR

Zivotinja, #p<0.05).
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Nivo 11B-HSD1 proteina u hipokampusu 18 meseci starih AL zivotinja se nije razlikovao
od nivoa detektovanog kod Zivotinja starih 6 meseci, dok je kod najstarije ispitivane AL grupe
isti bio povecan za 26% (Slika 5B; *p<0.05). U obe starosne tacke, nivo ekspresije 113-HSD1
bio je povecan kod DR grupa zivotinja (za 25% kod 18 i za 43% kod 24 meseca starih DR
zZivotinja, *p<0.05).

U obe ispitivane starosne grupe nivo enzima raste nakon dugotrajne restrikcije hrane u
odnosu na kontrolne Zivotinje stare 6 meseci, i to u slicnom obimu u obe strukture. U korteksu je
nivo 11B-HSD1 znacajno povecan u poredenju sa odgovarajuéim starosnim kontrolama, dok u

hipokampusu nema razlike u ekspresiji 113-HSD1 izmedu AL i DR grupa iste starosti.
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Slika 5. Zastupljenost proteina 11g-HSD1 u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad
libitum (AL, sivi stubiéi) ili podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane (DR, crni stubi¢i) tokom
starenja. Relativni nivo proteina je odreden imunoblot metodom u odgovaraju¢im tkivima 6, 18 i 24
meseca (m) starih zivotinja. B-Aktin je koris¢en kao endogena kontrola. Svakom grafikonu je pridruzen
reprezentativni imunoblot sa naznacenim molekulskim tezinama proteina. Rezultati su izrazeni kao stepen
promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost + standardna greSka) u odnosu na vrednost
dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu
(6m); #p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu AL grupu
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4.3. Analiza zastupljenosti GR iRNK i proteina u korteksu i hipokampusu pacova razlicite

starosti - uticaj dugotrajne restrikcije hrane

Imunoblot metodom je analizirana zastupljenost proteina GR u korteksu i hipokampusu
pacova, kao i efekat dugotrajne restrikcije hrane kod ispitivanih starosnih grupa. Rezultati su
prikazani na Slici 6.

Dobijeni podaci pokazuju da je u korteksu AL pacova starih 18 meseci nivo GR-a
povecan za 68% u odnosu na nivo uoc¢en kod 6 meseci starih kontrolnih Zivotinja, dok nivo
proteina detektovan kod najstarije ispitivane AL grupe nije bio znacajno razliit od nivoa
utvrdenog kod istih kontrola (Slika 6A; *p<0.05). Nakon primene restriktrivnog rezima ishrane,
medutim, dolazi do povecanja u ekspresiji GR-a u odnosu na kontrolnu grupu 6 meseci starih
Zivotinja, i to za 40% kod DR grupe Zivotinja starih 18 meseci i za 70% kod DR grupe 24
meseca starih zivotinja (*p<0.05). Detektovane promene kod DR grupe pacova starih 18 meseci
se ne razlikuju od ad libitum hranjenih starosnih kontrola, dok 24 meseca stare DR zivotinje
pokazuju znacajno povecanu ekspresiju GR proteina i u odnosu na AL grupu iste starosti (za
32%, #p<0.05).

U hipokampusu AL zivotinja starih 18 meseci nema razlike u nivou GR proteina u
poredenju sa ekspresijom detektovanom kod kontrolnih 6 meseci starih Zivotinja, bez obzira na
primenjeni rezim ishrane (Slika 6B). Medutim, kod najstarije ispitivane grupe, ekspresija GR-a
se znacajno smanjuje kod AL grupe Zivotinja (za 45% u odnosu na istu kontrolu, *p<0.05), dok
se kod DR grupe detektuje povecanje od 53% u nivou ovog proteina u odnosu na nivo
detektovan kod 6 meseci starih Zivotinja (*p<0.05). Zivotinje stare 24 meseca koje su
podvrgnute dugotrajnoj restrikciji hrane imaju za 2,8 puta veci nivo GR proteina od ad libitum

hranjenih pacova iste starosti (#p<0.05).

42



Dugotrajna restrikcija hrane kao tretman ne utice na ekspresiju GR-a u odnosu na AL
hranjene zivotinje starosti 18 meseci ni u jednoj od struktura koje su analizirane. Medutim,
smanjeni unos hrane kod 24 meseca starih zivotinja u obe strukture znacajno povecava

ekspresiju ovog proteina u odnosu na odgovarajuée starosne kontrole.
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Slika 6. Zastupljenost proteina GR u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad libitum
(AL, sivi stubiéi) ili podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane (DR, crni stubi¢i) tokom starenja.
Relativni nivo proteina je odreden imunoblot metodom u odgovarajuc¢im tkivima 6, 18 i 24 meseca (m)
starih zivotinja. GAPDH je koris¢en kao endogena kontrola. Svakom grafikonu je pridruzen
reprezentativni imunoblot sa nazna¢enim molekulskim teZinama proteina. Rezultati su izrazeni kao stepen
promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost + standardna gre$ka) u odnosu na vrednost
dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu
(6m); #p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu AL grupu

Da bi se utvrdilo da li su dobijene razlike na proteinskom nivou posledica promenjene
transkripcije GR gena tokom starenja ili pod uticajem smanjenog unosa hrane, RT-PCR
metodom analiziran je nivo iRNK za GR. Dobijeni rezultati su pokazali da se u obe strukture
nivo iIRNK za GR ne menja ni kod jedne ispitivane starosne grupe, bez obzira na primenjeni
rezim ishrane (Slika7).
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Slika 7. Zastupljenost iRNK za GR u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad libitum
(AL, sivi stubiéi) ili podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane (DR, crni stubi¢i) tokom starenja.
Relativni nivo ekspresije gena je odreden RT-PCR metodom u odgovaraju¢im tkivima 6, 18 i 24 meseca
(m) starih Zzivotinja. Gapdh je koris¢en kao endogena kontrola. Svakom grafikonu je pridruzen
reprezentativni gel, sa naznaCenim duzinama dobijenih produkata. Rezultati su izrazeni kao stepen
promene relativnih vrednosti nivoa genske ekspresije (srednja vrednost + standardna greSka) u odnosu na
vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1.

4.4. Analiza zastupljenosti fosforilisane forme proteina GR (pGR) u korteksu i hipokampusu

pacova razlicite starosti - uticaj dugotrajne restrikcije hrane

Fosforilacija GR-a na serinskom ostatku 232 kod pacova koreliSe sa aktivacijom ovog
receptora. Uzimajuéi u obzir da su na$i rezultati pokazali povecanje ekspresije samog GR-a
nakon primene dugotrajne restrikcije hrane, zastupljenost njegove fosforilisane forme razmatrana
je kao pokazatelj funkcionalnog statusa receptora. Rezultati dobijeni imunoblot metodom
prikazani su na Slici 8.

Analiza dobijenih podaka je pokazala da se nivo pGR-a u korteksu 18 meseci starih
zivotinja koje su imale neogranicen pristup hrani povecava za 37% u odnosu na nivo detektovan
kod kontrolnih Zivotinja starih 6 meseci (Slika 8A; *p<0.05). Medutim, kod 18 meseci starih
zivotinja kojima je unos hrane bio ogranicen, kao i kod 24 meseca starih AL 1 DR Zivotinja, nivo
fosforilisane forme GR-a se nije razlikovao od nivoa detektovanog kod kontrolne grupe Zivotinja

starosti 6 meseci.
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U hipokamusu, nivo pGR-a kod 18 meseci starih AL zivotinja se nije razlikovao od nivoa
detektovanog kod zivotinja starih 6 meseci, dok je kod najstarije ispitivane AL grupe zabelezen
pad od 27% u odnosu na istu kontrolu (Slika 8B; *p<0.05). Dugotrajna restrikcija hrane je
dovela do povecanja nivoa fosforilisane forme receptora kod obe ispitivane starosne grupe u
odnosu na ad libitum hranjene Zivotinje iste starosti (za 35% kod 18 i za 86% kod 24 meseca
starih DR grupa, #p<0.05). Efekat restriktivnog rezima ishrane je bio izrazeniji kod najstarije

ispitivane grupe, gde je nivo pGR-a povecan za 43% i u odnosu na kontrolnu grupu 6 meseci

starih Zivotinja (*p<0.05).
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Slika 8. Zastupljenost fosforilisane forme proteina GR (pGR) u korteksu (A) i hipokampusu (B)
pacova hranjenih ad libitum (AL, sivi stubi¢i) ili podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane (DR,
crni stubiéi) tokom starenja. Relativni nivo proteina je odreden imunoblot metodom u odgovaraju¢im
tkivima 6, 18 i 24 meseca (m) starih Zivotinja. GAPDH je kori¢en kao endogena kontrola. Svakom
grafikonu je pridruZzen reprezentativni imunoblot sa naznacenim molekulskim tezinama proteina.
Rezultati su izrazeni kao stepen promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost +
standardna greSka) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost
1. *p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu (6m); #p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu AL grupu
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4.5. Imunohistohemijska lokalizacija pGR-a u hipokampusu 6 i 24 meseca starih pacova

Izrazene promene u nivou pGR-a pod uticajem restriktivnog rezima ishrane dobijene
imunoblot metodom u hipokampusu 24 meseca starih zivotinja, potvrdene su
imunohistohemijskim bojenjem. Dobijeni obrazac bojenja za pGR bio je u saglasnosti sa
bojenjem opisanim za nefosforilisanu formu receptora u hipokampalnom tkivu (Morimoto i
saradnici, 1996). Signal veéeg intenziteta detektovan je u CAl i CA2 regionima, kao i u
dentatnom girusu (DG), dok je obelezavanje u CA3 regionu bilo znatno slabijeg intenziteta.

Imunohistohemijska  lokalizacija pGR-a prikazana je na reprezentativnim
fotomikrografijama u CA1 regionu hipokampusa (Slika 9A) i granularnom sloju DG (Slika 9B).
U cilju potvrde jedarne lokalizacije preseci su obojeni i DAPI kontrastnom bojom. Na Slici 9 se
uocava tackast obrazac pGR imunohistohemijskog obelezavanja u oba prikazana hipokampalna
regiona kod kontrolne grupe zivotinja starih 6 meseci, pri ¢emu su pojedina jedra bez jasno
uocljive pravilnosti intenzivnije obojena u odnosu na druga. Kod Zivotinja starih 24 meseca koje
su imale slobodan pristup hrani uo¢ava se smanjenje u intenzitetu pGR bojenja u odnosu na
kontrolnu grupu 6 meseci starih Zivotinja, dok se u grupi pacova starih 24 meseca kojima je unos
hrane bio ograni¢en jasno uofava poveéan intenzitet bojenja, ponovo u oba ispitivana regiona.
Pored toga, pGR signal je kod 24 meseca starih DR Zivotinja bio uglavnom smeSten u jedrima
piramidalnih neurona CA1 regiona i granularnih ¢elija dentatnog girusa. Intenzitet bojenja u
jedarnim regionima kod 24 meseca starih DR Zivotinje je bio veci i od pGR signala detektovanog

u jedrima kontrolne grupe Zivotinja starih 6 meseci.
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Slika 9. Reprezentativne fotomikrografije koronalnih kriopreseka hipokampusa bojenih na pGR u
nivou CALl regiona (A) i granularnog sloja DG (B). Bojeni su preseci kontrolnih pacova starih 6 meseci
(6m), kao i 24 meseca starih pacova hranjenih ad libitum (24m AL) i podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji
hrane (24m DR). Na presecima Zivotinja izlozenih dugotrajnoj restrikciji hrane uocava se izrazena jedarna
lokalizacija pGR (zeleno), potvrdena bojenjem kontrastnom DAPI bojom (plavo). Skala - 20 p

24 m DR
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4.6. Analiza zastupljenosti proteina CDKS i p35/25 u korteksu i hipokampusu pacova razlicite

starosti - uticaj dugotrajne restrikcije hrane

Enzim CDKS5 pripada grupi kinaza za koje je poznato da mogu da fosforiliSu GR na
serinskom ostatku 232 u mozdanom tkivu pacova. Shodno tome, promene u nivou ove kinaze ili
u nivoima njenih aktivatorskih proteina mogu biti u osnovi razlika u fosforilacionom statusu GR-
a koje su uocene kod razlicitih eksperimentalnih grupa u nasem modelu. Stoga je dalje ispitana
ekspresija CDKS5 kinaze i njenih aktivatora p35 i p25 imunoblot metodom.

Analiza dobijenih rezultata je pokazala da u obe analizirane strukture ne postoje znacajne
razlike u nivou CDKS5 proteina ni kod jedne od ispitivanih grupa, bez obzira na primenjeni rezim
ishrane (Slika 10A 1 B). Takode, nivo p35 aktivatora se ne menja u korteksu 1 hipokampusu ni
tokom starenja, ni nakon primene dugotrajne restrikcije hrane kao tretmana (Slika 11A i B). Nivo
fragmenta p25 takode ostaje nepromenjen u obe strukture kod grupa zivotinja starih 18 meseci,
hranjenih i AL i podvrgnutih restriktivnom rezimu ishrane.

U korteksu Zivotinja starih 24 meseca koje su imale slobodan pristup hrani nivo p25 je,
medutim, smanjen za 23% u odnosu na nivo detektovan kod kontolne grupe Zivotinja starih 6
meseci (Slika 11C, *p<0.05). Zivotinje stare 24 meseca, kojima je unos hrane bio ograni¢en
takode imaju smanjen nivo p25 u odnosu na nivo detektovan kod kontolne grupe Zivotinja starih
6 meseci (za 34%, *p<0.05), ali detektovani nivo nije znacajno razli¢it od nivoa kod AL kontrola
iste starosti. Dobijeni rezultati pokazuju da izlaganje dugotrajnoj restrikciji hrane ne menja nivo
p25 proteina u korteksu pacova u odnosu na odgovarajuce starosne kontrole, kao 1 da smanjenje
unosa hrane ne uti¢e na pad u nivou ovog proteina do koga dolazi u grupi 24 meseca starih
zivotinja. Dugotrajna restrikcija hrane kao tretman u hipokampusu Zzivotinja starih 24 meseca
dovodi do pada u nivou p25 proteina za 30% u odnosu na nivo detektovan kod 6 meseci starih
Zivotinja, a pad je znacajan i u odnosu na nivo proteina detektovan u AL grupi iste starosti

(smanjenje za 23% u odnosu na AL starosnu kontrolu, Slika 11D; #p<0.05).
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Analiza uticaja primenjenog restriktivnog rezima ishrane na ekspresiju kinaze CDK5 i
njenih aktivatorskih proteina je pokazala da DR kao tretman utice na obradu aktivatorskog
proteina p35 u hipokampusu 24 meseca starih Zivotinja koja se ogleda u smanjenju nivoa

njegovog proteolitickog fragmenta p25.

A Korteks B Hipokampus
43kDa B-aktin 43kDa | —— ——— p-aktin
151 maL 59 pad
H DR H DR
Iy T
£8 11 £ 1
m o
= 2 & 2
- -
wn £ w c
¥ x
a % 0.5 - o % 0.5 - |]
o3 o3
o Ll L Ll L] D L Ll Ll 1
6m 18m 24m 6m 18m 24m

Slika 10. Zastupljenost proteina CDK5 u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad
libitum (AL, sivi stubié¢i) ili podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane (DR, crni stubi¢i) tokom
starenja. Relativni nivo proteina je odreden imunoblot metodom u odgovarajué¢im tkivima 6, 18 i 24
meseca (m) starih Zivotinja. B-Aktin je kori$¢en kao endogena kontrola. Svakom grafikonu je pridruzen
reprezentativni imunoblot sa naznac¢enim molekulskim tezinama proteina. Rezultati su izrazeni kao stepen
promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost + standardna greSka) u odnosu na vrednost
dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1
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Slika 11. Zastupljenost proteina p35 (Ai B) i p25 (C i D) u korteksu (A i C) i hipokampusu (B i D)
pacova hranjenih ad libitum (AL, sivi stubi¢i) ili podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane (DR,
crni stubiéi) tokom starenja. Relativni nivo proteina je odreden imunoblot metodom u odgovaraju¢im
tkivima 6, 18 i 24 meseca (m) starih zivotinja. B-Aktin je koris¢en kao endogena kontrola. Grafikonima su
pridruzeni reprezentativni imunoblotovi sa naznaCenim molekulskim tezinama proteina. Rezultati su
izraZeni kao stepen promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost + standardna greska) u
odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu
na kontrolnu grupu (6m); #p<0.05 u odnosu na odgovarajuéu starosnu AL grupu

4.7. Analiza zastupljenosti proteina FKBP51 u korteksu i hipokampusu pacova razlicite

starosti - uticaj dugotrajne restrikcije hrane

GR receptorski kompleks se nakon aktivacije indukovane vezivanjem liganda
transportuje do jedra kako bi mogao da ostvari ulogu koju ima kao transkripcioni regulator.
Protein FKBP51 smanjuje transkripcionu aktivnost GR-a zadrzavajuéi receptor u citoplazmi,

zbog cega je dalje analizirana njegova ekspresija da bi se utvrdilo da li promene u nivou ovog
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proteina doprinose pokazanim strukturnim razlikama u lokalizaciji aktivnog receptora u
ispitivanom modelu.

Rezultati ekspresije proteina FKBP51 u korteksu i hipokampusu pacova tokom starenja i
pod uticajem dugotrajne restrikcije hrane su dobijeni imunoblot metodom i prikazani na Slici 12.
Analiza dobijenih rezultata je pokazala da je u korteksu jedina statisticki znacajna promena na
nivou proteina FKBP51 predstavljala porast kod zivotinja starin 18 meseci koje su bile
podvrgnute restriktivnom rezimu ishrane, i to za 30% u odnosu na nivo utvrden kod kontrolne
grupe Zivotinja starih 6 meseci (Slika 12A; *p<0.05). Pokazani porast je bio znacajan i odnosu
na AL grupu iste starosti (za 55%, #p<0.05). Kod 24 meseca starih zivotinja nisu detektovane
promene u nivou ekspresije ovog proteina, bez obzira na rezim ishrane. Ekspresija proteina
FKBP51 je bila nepromenjena i u hipokampusu, bez obzira na starost Zivotinja kao i na to da li
su zivotinje imale slobodan pristup hrani ili je koli¢ina hrane koju su unosile bila ogranicena

(Slika 12B).
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Slika 12. Zastupljenost proteina FKBP51 u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad
libitum (AL, sivi stubié¢i) ili podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane (DR, crni stubi¢i) tokom
starenja. Relativni nivo proteina je odreden imunoblot metodom u odgovarajué¢im tkivima 6, 18 i 24
meseca (m) starih Zivotinja. B-Aktin je koriS¢en kao endogena kontrola. Svakom grafikonu je pridruzen
reprezentativni imunoblot sa nazna¢enim molekulskim teZinama proteina. Rezultati su izrazeni kao stepen
promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost + standardna gre$ka) u odnosu na vrednost
dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu
(6m); #p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu AL grupu
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4.8. Analiza zastupljenosti proteina Hsp90 u korteksu i hipokampusu pacova razlicite starosti -

uticaj dugotrajne restrikcije hrane

Da bi smo dalje utvrdili da li dugotrajna restrikcija hrane tokom procesa starenja utice na
komponente GR receptorskog kompleksa, analizirali smo ekspresiju proteina Hsp90. Rezultati
dobijeni imunoblot metodom prikazani su na Slici 13.

Analiza dobijenih rezultata je pokazala da tokom starenja u korteksu pacova ne dolazi do
promene u nivou proteina Hsp90 (Slika 13A). Pod uticajem dugotrajne restrikcije hrane dolazi
do pada u nivou ovog Saperona u korteksu 18 meseci starih zivotinja za 25% u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja starih 6 meseci (*p<0.05), medutim detektovan nivo se ne razlikuje
znacajno od nivoa izmerenog kod odgovarajucih starosnih kontrola. Kod grupe Zivotinja starih
24 meseca koje su bile na restriktivnom rezimu ishrane detektovan nivo proteina Hsp90 se ne
razlikuje od nivoa kod 6 meseci starih kontrolnih Zivotinja , ali je znacajno smanjen u odnosu na
ad libitum hranjene Zivotinje iste starosti (za 25%, #p<0.05).

U hipokampusu 18 meseci starih AL hranjenih Zivotinja, kao i u korteksu, nisu
detektovane promene u ekspresiji proteina Hsp90 (Slika 13B). Medutim, u hipokampusu
najstarije ispitivane AL grupe dolazi do porasta nivoa ovog proteina za 28% u odnosu na nivo
detektovan kod kontrolnih Zivotinja starih 6 meseci (*p<0.05). 1zlaganje dugotrajnoj restrikciji
hrane ne dovodi do promena u ekspresiji proteina Hsp90 kod 18 meseci starih Zivotinja, ali kod
grupe 24 meseca starih zivotinja smanjuje nivo proteina Hsp90 u odnosu na ad libitum hranjene
zivotinje iste starosti (za 25%, #p<0.05), ¢ime odrzava nivo ovog Saperona nepromenjenim u

odnosu na 6 meseci stare kontrolne Zivotinje.
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Slika 13. Zastupljenost proteina Hsp90 u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad
libitum (AL, sivi stubié¢i) ili podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane (DR, crni stubi¢i) tokom
starenja. Relativni nivo proteina je odreden imunoblot metodom u odgovarajué¢im tkivima 6, 18 i 24
meseca (m) starih Zivotinja. GAPDH je kori$¢en kao endogena kontrola. Svakom grafikonu je pridruzen
reprezentativni imunoblot sa naznacenim molekulskim tezinama proteina. Rezultati su izraZeni kao stepen
promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost + standardna gre$ka) u odnosu na vrednost
dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu
(6m); #p<0.05 u odnosu na odgovarajuéu starosnu AL grupu

4.9. Analiza zastupljenosti IRNK za MR u korteksu i hipokampusu pacova razlidite starosti -

uticaj dugotrajne restrikcije hrane

U ispitivanim regionima mozga pacova finalni odgovor na glukokortikoidni signal
determiniSe balans MR i GR receptora. Stoga smo u korteksu i hipokampusu ispitali ekspresiju
MR-a na iRNK nivou primenom RT-PCR metode (Slika 14).

Analiza dobijenih rezultata je pokazala da je nivo iRNK za MR nepromenjen u korteksu
tokom starenja, bez obzira na rezim ishrane kojem su Zivotinje bile izloZene (Slika 14A). U
hipokampusu se nivo iRNK za MR takode nije menjao kod ad libitum hranjenih zivotinja starih
18 i 24 meseca, ali su zivotinje iz obe ispitivane starosne grupe koje su bile na restriktivnom
rezimu ishrane pokazale povecanu ekspresiju MR-a (Slika 14B). Nivo izmeren kod DR grupa je
bio znacajno povecan kako u odnosu na AL starosne kontrole (za 24% kod 18 1 za 33% kod 24
meseca starih DR Zzivotinja, #p<0.05), tako i odnosu na nivo detektovan kod 6 meseci starih
Zivotinja (za 31% kod 18 i za 36% kod 24 meseca starih DR zivotinja, *p<0.05).
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Slika 14. Zastupljenost iRNK za MR u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad libitum
(AL, sivi stubiéi) ili podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane (DR, crni stubi¢i) tokom starenja.
Relativni nivo ekspresije gena je odreden RT-PCR metodom u odgovaraju¢im tkivima 6, 18 i 24 meseca
(m) starih Zivotinja. Gapdh je koris¢en kao endogena kontrola. Svakom grafikonu je pridruzen
reprezentativni gel, sa naznacenim duzinama dobijenih produkata. Rezultati su izrazeni kao stepen
promene relativnih vrednosti nivoa genske ekspresije (srednja vrednost + standardna greSka) u odnosu na
vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na
kontrolnu grupu (6m); #p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu AL grupu

4.10. Analiza zastupljenosti IRNK za sgk-1 u korteksu i hipokampusu pacova razlic¢ite starosti -

uticaj dugotrajne restrikcije hrane

Promotorski region sgk-1 (eng. serum and glucocorticoid-regulated kinase 1) gena sadrZi
ponovljene GRE sekvence, posredstvom kojih glukokortikoidi stimuliSu ekspresiju ovog gena
kod ljudi i pacova (Webster i saradnici, 1993; Itani i saradnici, 2002). Odredivanje nivoa
ekspresije ovog gena je podatak koji ukazuje na aktivnost GR-a kao transkripcionog regulatora u
naSem modelu.

Analiza rezultata dobijenih RT-PCR-om je pokazala da starenje ne utice na nivo iRNK za
sgk-1 ni u jednoj od ispitivanih mozdanih struktura (Slika 15). U korteksu se nivo ekspresije
ovog gena ne menja kod Zivotinja kojima je smanjen unos hrane, kako u odnosu na Zivotinje iste
starosti hranjene ad libitum, tako i u odnosu na 6 meseci stare kontrolne Zivotinje. Dugotrajna
restrikcija hrane kao tretman u hipokampusu pokazuje efekat samo kod grupe 24 meseca starih
zivotinja. Detektovani porast u nivou iRNK za sgk-1 u hipokampusu najstarije ispitivane grupe
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je bio znacajan kako u poredenju sa AL starosnim kontrolama (za 26%, Slika 15B; #p<0.05),
tako i u odnosu na nivo izmeren kod 6 meseci starih kontrolnih zivotinja (za 21%, Slika 15B;
*p<0.05).
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Slika 15. Zastupljenost iRNK za sgk-1 u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad
libitum (AL, sivi stubié¢i) ili podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane (DR, crni stubi¢i) tokom
starenja. Relativni nivo ekspresije gena je odreden RT-PCR metodom u odgovaraju¢im tkivima 6, 18 i
24 meseca (m) starih Zivotinja. Gapdh je koris¢en kao endogena kontrola. Svakom grafikonu je pridruzen
reprezentativni gel, sa naznacenim duzinama dobijenih produkata. Rezultati su izrazeni kao stepen
promene relativnih vrednosti nivoa genske ekspresije (srednja vrednost + standardna greska) u odnosu na
vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na
kontrolnu grupu (6m); #p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu AL grupu

4.11. Analiza zastupljenosti iIRNK za Gfap u korteksu i hipokampusu pacova razlidite starosti -

uticaj dugotrajne restrikcije hrane

Poznato je da se tokom starenja povecava nivo Gfap-a, koji odrazava povecanu
inflamaciju, kao i da primena dugotrajne restrikcije hrane kao tretmana smanjuje ekspresiju ovog
gena. U cilju potvrde antiinflamatornog dejstva glukokortikoida u naSem modelu dalje je ispitana
ekspresija Gfap gena na iRNK nivou. Rezultati dobijeni metodom RT-PCR-a u realnom vremenu

su prikazani na Slici 16.
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Slika 16. Zastupljenost iRNK za Gfap u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad
libitum (AL, sivi stubié¢i) ili podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane (DR, crni stubici) tokom
starenja. Relativni nivo ekspresije gena je odreden metodom RT-PCR-a u realnom vremenu u
odgovarajué¢im tkivima 6, 18 i 24 meseca (m) starih zivotinja. Gapdh je koris¢en kao endogena kontrola.
Rezultati su izraZeni kao stepen promene relativnih vrednosti nivoa genske ekspresije (srednja vrednost £
standardna greSka) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost
1. *p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu (6m); #p<0.05 u odnosu na odgovarajuéu starosnu AL grupu

U obe ispitane strukture nivo ekspresije ovog gena se menja sa starenjem, kao i pod
uticajem dugotrajne restrikcije hrane kao tretmana. Analiza dobijenih rezultata je pokazala da
tokom starenja u obe strukture dolazi do postepenog porasta u nivou iRNK za Gfap, koji kod
najstarije ispitivane grupe AL zivotinja dostize statisticki znacajno povecanje u odnosu na nivo
detektovan kod kontrolne grupe 6 meseci starih Zivotinja. Detektovano povecanje nivoa
ekspresije je izraZzenije u korteksu 24 meseca starih Zivotinja, gde je izmereni nivo Gfap-a 2,2
puta veci od nivoa ekspresije ovog gena kod 6 meseci starih kontrola (Slika 16A; *p<0.05), dok
je u hipokampusu nivo iRNK za Gfap povecan za 85% kod najstarije ispitane grupe u odnosu na
nivo detektovan kod kontrolnih Zivotinja starih 6 meseci (Slika 16B; *p<0.05). Kod Zivotinja na
dugotrajnoj restrikciji hrane nivo iRNK za Gfap se odrZzava nepromenjenim u odnosu na nivo
izmeren kod kontrolne grupe 6 meseci starih Zivotinja u obe ispitane strukture. Ekspresija ovog
gena je znacajno smanjena kod 24 meseca starih DR Zivotinja u odnosu na odgovarajuce starosne
AL grupe, a promena je opet intenzivnija u korteksu (za 43% u korteksu, Slika 16A, i za 22% u
hipokampusu, Slika 16B; #p<0.05).
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4.12. Analiza zastupljenosti iRNK za c-fos u korteksu i hipokampusu pacova razlicite starosti -

uticaj dugotrajne restrikcije hrane

Da bismo ispitali da li dugotrajna restrikcija hrane tokom starenja utice na aktivnost
neurona, analizirali smo ekspresiju c-fos gena na nivou IRNK. Rezultati dobijeni RT-PCR

metodom su prikazani na Slici 17.

A Korteks B Hipokampus
142 bp [-aktin 142 bp p-aktin
2 O AL *i 2 O AL
H DR N DR

= 'ér 1.5 ,.E_, 'é‘ 1.5
s x5
- 1 - = 11
8§ 8§
- a - e
©%os % 05

0 ‘ r } 1 ) 0 + r + v

6m 18m 24m 6m 18m 24m

Slika 17. Zastupljenost iRNK za c-fos u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad
libitum (AL, sivi stubié¢i) ili podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane (DR, crni stubi¢i) tokom
starenja. Relativni nivo ekspresije gena je odreden RT-PCR metodom u odgovaraju¢im tkivima 6, 18 i
24 meseca (m) starih zivotinja. p-aktin je koris¢en kao endogena kontrola. Rezultati su izrazeni kao
stepen promene relativnih vrednosti nivoa genske ekspresije (srednja vrednost + standardna greska) u
odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu
na kontrolnu grupu (6m); #p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu AL grupu

Dobijeni rezultati su pokazali da starenje ne uti¢e na ekspresiju c-fos gena ni u jednoj od
analiziranih struktura u mozgu pacova. Dugotrajna restrikcija hrane primenjena kao tretman u
korteksu nema uticaja na nivo iIRNK za c-fos kod 18 meseci starih Zivotinja, ali kod najstarije
grupe zivotinja dovodi do povecanja nivoa ekspresije ovog gena. Nivo izmeren u korteksu 24
meseca starih DR Zivotinja je znacajno veci kako u odnosu na AL hranjene starosne kontrolne

zivotinje (za 65%, Slika 17A; #p<0.05), tako i u odnosu na kontrole stare 6 meseci (za 55%,
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Slika 17A; *p<0.05). Za razliku od korteksa, u hipokampusu ne dolazi do promene u nivou
IRNK za c-fos kod DR zivotinja ni u jednoj od ispitivanih starosnih grupa (Slika 17B).

4.13. Analiza unutaréelijske raspodele proteina NFkB u korteksu pacova razlicite starosti -

uticaj dugotrajne restrikcije hrane

Hroni¢na restrikcija hrane koju smo primenili kao tretman ostvaruje isti efekat na nivo
IRNK za gfap u obe strukture. PoSto nasi rezultati pokazuju da u korteksu AL i DR Zivotinja
starih 24 meseca nema razlike u nivou pGR-a, analizirali smo unutarcelijsku raspodelu drugog
transkripcionog regulatora, NFkB, kako bismo ispitali da li je promenjeni balans ova dva
transkripciona regulatora u jedru omogucio da restrikcija hrane i bez znacajne razlike u nivou
aktivacije GR-a ostvari antiinflamatorno dejstvo u Kkorteksu starih Zivotinja. Rezultati
unutarcelijske raspodele proteina NFkB dobijeni imunoblot metodom prikazani su na Slici 18.

Analiza dobijenih rezultata je pokazala da tokom starenja u korteksu pacova dolazi do
smanjenja nivoa NFkB u citoplazmi (Slika 18A), i premeStanja ovog transkripcionog regulatora
u jedro (Slika 18B). U citoplazmati¢noj frakciji korteksa 24 meseca starih zivotinja nivo NF«xB
se smanjuje za 55% u odnosu na nivo izmeren kod kontrolne grupe Zivotinja starih 6 meseci
(Slika 18A; *p<0.05), dok se u jedarnoj frakciji iste grupe zivotinja detektuje povecanje nivoa
ovog transkripcionog regulatora za 71% u odnosu na grupu 6 meseci starih Zivotinja (Slika 18B;
*p<0.05). Nasuprot tome, pod uticajem restrikcije hrane, nivo NFkB se u unutaréelijskim
frakcijama korteksa pacova odrZzava nepromenjenim u odnosu na 6 meseci stare kontolne
zivotinje. Detektovani nivo NFkB u citoplazmati¢noj frakciji korteksa kod 24 meseca starih
zivotinja koje su podvrgnute restrikciji hrane je dva puta veéi u odnosu na AL starosne kontrole
(Slika 18A; #p<0.05), dok je u jedarnoj frakciji znacajno smanjen u odnosu na zivotinje iste

starosti kojima je hrana bila dostupna bez ograni¢enja (za 61%, Slika 18B; #p<0.05).
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Slika 18. Zastupljenost proteina NFkB u citoplazmati¢noj (A) i jedarnoj (B) frakciji proteina
izolovanih iz korteksa pacova hranjenih ad libitum (AL, sivi stubici) ili podvrgnutih dugotrajnoj
restrikciji hrane (DR, crni stubiéi) tokom starenja. Relativni nivo proteina je odreden imunoblot
metodom u odgovarajué¢im frakcijama 6, 18 i 24 meseca (m) starih zivotinja. B-Aktin je koriS¢en kao
endogena kontrola. Svakom grafikonu je pridruzen reprezentativni imunoblot sa naznacenim
molekulskim teZzinama proteina. Rezultati su izrazeni kao stepen promene relativnih vrednosti nivoa
proteina (srednja vrednost + standardna greSka) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m)
kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu (6m); #p<0.05 u odnosu na

odgovarajucu starosnu AL grupu
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5. Diskusija

Literaturni podaci o efektima glukokortikoida i njihovoj ulozi u starenju mozga nisu
konzistentni. Hipoteze koje se baziraju na stavu da hroni¢no izlaganje glukokortikoidima i stresu
promoviSu proces starenja mozga, posebno u hipokampusu (Landfield i saradnici, 1978;
Sapolsky i saradnici, 1986; McEwen 1992; Porter i Landfield, 1998; Conrad 2008), potkrepljene
su studijama u kojima je pokazano da se razli¢ite promene do kojih dolazi tokom procesa
starenja mogu ubrzati u uslovima koji povecavaju nivo glukokortikoida ili usporiti blokiranjem
uticaja ovih hormona (de Kloet, 2008; Meaney i saradnici, 1988; Sapolsky i saradnici, 1986; Wei
i saradnici, 2007; Seckl i Meaney, 2004; Issa i saradnici, 1990). U skladu sa tim, pokazano je da
sa starenjem raste koncentracija kortikosterona u plazmi kod Zivotinja i ljudi (Meaney i
saradnici, 1995; Sabatino i saradnici, 1991; Patel i Finch, 2002, Yau i saradnici, 1995; Lupien i
saradnici, 1998) i da ovaj porast korelise sa kognitivnim poremecajima (Issa i saradnici, 1990;
Meaney i saradnici, 1995; Yau i saradnici, 1995; Lupien i saradnici, 1996, 1998). U pojedinim
studijama, medutim, nisu nadene promene u bazalnom nivou glukokortikoida u plazmi tokom
starenja (Meijer 1 saradnici, 2005, Segar i saradnici, 2009). Takode, druge studije su pruZile
dokaze da glukokortikoidi ne ubrzavaju starenje mozga i da na neke od promena do kojih dolazi
sa starenjem deluju u pravcu suprotnom od procesa starenja (Chrousos i Kino, 2009; Swaab i
saradnici, 2005; O'Callaghan i saradnici, 1989; Nichols i Finch, 1994; McReynolds i saradnici,
2010; Beeri i saradnici, 2012; Landfield i saradnici, 2007). Razmatranje dejstva glukokortikoida
dodatno komplikuje i zavisnost efekata koje izazivaju od koncentracije hormona. Poznato je da
nihovo delovanje karakteriSe invertovani U-oblik zavisnosti doze i funkcije, taénije da i visoki i
niski nivoi hormona mogu imati Stetne posledice, a da je odgovarajuca koli¢ina sekretovanih
glukokortikoida neophodna za odrZavanje optimalnih kognitivnih funkcija (de Kloet i saradnici,
1999; Herman, 2013; Joéls, 2006).

U mnogim studijama dejstvo glukokortikoida se razmatra u skladu sa koncentracijom
hormona koja je detektovana u plazmi u datoj eksperimentalnoj postavci i1 zastupljenoscu

intracelularnih receptora u ciljnom tkivu. Poznato je da pacovi izloZzeni DR imaju povec¢an nivo
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kortikosterona u plazmi u odnosu na one hranjene AL (Sabatino i saradnici, 1991; Wan i
saradnici, 2003; Mager i saradnici, 2006). Medutim, pravac i obim u kom se menja koncentracija
glukokortikoida koja se detektuje u plazmi ne mora da odgovara promenama u koncentraciji
hormona koja se detektuje u mozgu (Droste i saradnici, 2009a, Droste i saradnici, 2009b, Croft i
saradnici, 2008, Lengvari i Liposits, 1977, Little i saradnici, 2008). Za razmatranje efekata
glukokortikoida je stoga neophodno utvrditi nivo hormona u samom ciljnom tkivu. Studija u
kojoj je pracen nivo kortikosterona u mozgu tokom starenja je pokazala da sa starenjem dolazi
do povecanja bazalnog nivoa slobodnog hormona u korteksu i hipokampusu (Garrido i saradnici,
2012a), ali ni u jednoj studiji do sada nije ispitano na koji nain se povecanje kortikosterona u

plazmi zivotinja na restrikciji hrane odrazava na nivo hormona u mozgu.

Rezultati dobijeni u naSem modelu su pokazali da nivo hormona u korteksu raste sa
starenjem, dok u hipokampusu nije detektovan porast koncentracije kortikosterona. Isti nivo
kortikosterona u hipokampusu 6 i 24 meseca starih Zivotinja u naSem modelu je suprotnosti sa
studijom Garrido i saradnika, verovatno usled razlike u primenjenoj metodologiji, jer su autori
navedene studije odredili nivo slobodnog kortikosterona, dok je u naSoj eksperimentalnoj
postavci odreden ukupan kortikosteron u ciljnom tkivu. Sa druge strane, obe ispitivane strukture
u naSem modelu pokazuju isti odgovor na tretman dugotrajnom restrikcijom hrane, jer je
detektovan porast nivoa kortikosterona u obe ispitivane starosne tacke i u korteksu i1 u
hipokampusu u odnosu na AL hranjene zivotinje. Povecanje nivoa kortikosterona u odgovoru na
stres je odlika pravilnog funkcionisanja HHA ose, i ako se primenjeni tretman razmatra kao blagi
stresor, ovo povecanje u nivou kortikosterona moze ukazati na ocuvano funkcionisanje HHA ose
kod zivotinja kojima je unos hrane smanjen. Porast u nivou kortikosterona je adaptivni odgovor
na stresne situacije i vazan je i za pravilno odvijanje kognitivnih funkcija. U skladu sa tim je i
skorasnja studija koja pokazuje da je niZa sekrecija kortikosterona u odgovoru na akutni stres
kod starijih povezana sa slabijom deklarativnom i radnom memorijom (Almela i saradnici,
2014). Detektovani porast nivoa kortikosterona u korteksu DR Zivotinja moze biti posledica i
povecanog nivoa 11B-HSDI, jer zZivotinje izloZzene hroni¢noj restrikciji hrane pokazuju visi nivo
ovog enzima u korteksu u odnosu na nivo detektovan kod AL starosnih kontrola. Medutim, u

korteksu starih AL Zivotinja nema povecanja u nivou ovog enzima, dok je nivo hormona
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znacajno povecan u odnosu na 6 meseci stare zivotinje. Povecanje kortikosterona u korteksu
starih AL zivotinja se deSava u odsustvu promena na nivou 11B-HSD1, GR-a i pGR-a $to
ukazuje na poremecaje u odgovoru na hormon u ovoj strukturi. Sa druge strane, povecanje u
nivou 11B-HSD1 u hipokampusu najstarije ispitane AL grupe nije pra¢eno povecanjem u nivou
hormona. Mada literaturni podaci pokazuju da povecan nivo glukokortikoida moze indukovati
transkripciju 11B-HSD1 (Sai i saradnici, 2008), u obe ispitane strukture 24 meseca starih AL
Zivotinja u naSem modelu ovakva regulacija izostaje. U korteksu se nivo hormona povecava bez
promene u nivou enzima, a u hipokampusu porast nivoa enzima nije pra¢en porastom u nivou
hormona, §to ukazuje da starenje remeti regulatorne mehanizme kojima glukokortikoidi uti¢u na

ekspresiju 11p-HSD1 na strukturno-specifi¢an nacin.

Ekspresija 113-HSD1 u strukturama mozga koje predstavljaju vazne regulatore aktivnosti
HHA ose (prefrontalni korteks, hipokampus, hipotalamus i hipofiza) govori tome da ovaj enzim
moze uticati na aktivnost HHA ose. Ocekivalo bi se da koncentracija glukokortikoida u plazmi
bude visa u slucaju gubitka enzimske reaktivacije glukokortikoida u ovim strukturama. To je i
pokazano kod miSeva koji su deficijentni za 113-HSD1 i koji ispoljavaju smanjenu osetljivost
HHA ose na glukokortikoide (povecane jutarnje vrednosti koncentracije kortikosterona,
povecane adrenalne Zlezde i prekomeran glukokortikoidni odgovor na stres) (Harris i saradnici,
2001). Povecana ekspresija 11B-HSD1 i povecani nivo kortikosterona kod zivotinja na restrikciji
hrane u naSem modelu bi mogli imati ulogu u odrzavanju sistema negativne povratne regulacije
HHA ose. Medutim, pokazano je i da ekspresija 11B-HSD1 raste sa starenjem i koreliSe sa
kognitivnim poremecajima (Holmes, 2010), kao i da navedeni poremecaji mogu da se ublaze
dejstvom selektivnih inhibitora 11p-HSD1 (Sooy i saradnici, 2010; Yau i saradnici, 2015a).
Efekti poboljSanja memorije dobijeni ukidanjem enzimske reaktivacije kortikosterona kod starih
Zivotinja ne ukljucuju promene u nivou GR-a i MR-a u hipokampusu, jer je pokazano da nema
razlike u ekspresiji ovih receptora izmedu starih wild tipe i 11p-HSD1™" miSeva (Yau i saradnici,
2011). U stresnim uslovima, povecan nivo kortikosterona moze da doprinese poremecajima
memorije kod starih zivotinja (Yau i saradnici, 2015b), a poznato je da restrikcija hrane Stiti ovu
funkciju od pada koji se javlja sa starenjem (Bellush i saradnici, 1996; Adams i saradnici, 2008).

Povecan nivo glukokortikoidnog receptora u korteksu i hipokampusu starih DR Zivotinja u
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odnosu na zivotinje koje su imale neogranicen pristup hrani, pokazan u nasem modelu, moze
doprineti tome da restrikcija hrane kao tretman ostvaruje protektivne efekte na kognitivne
funkcije i pored povecanja nivoa kortikosterona. Pored toga, merenja nivoa hormona su pokazala
da deficijencija 11B-HSD1 ne uti¢e na bazalni nivo hipokampalnog kortikosterona ni kod mladih
ni kod starih Zivotinja (Yau i saradnici, 2015b). Poznato je da kortikosteron u mozgu ne potice
samo iz cirkulacije, ve¢ 1 nastaje kao rezultat lokalne aktivnosti 11B-HSD1. Procena
proporcionalnog doprinosa ova dva procesa ukupnoj koncentraciji kortikosterona izvedena na
mozgu miSeva deficijentnih za ekspresiju enzima je pokazala da u nedostatku enzimske
regeneracije postoji relativno malo smanjenje aktivnog oblika kortikosterona (Cobice i saradnici,
2013). To ukazuje da je doprinos 11B-HSD1 unutarcelijskoj koncentraciji kortikosterona u
bazalnim uslovima relativno umeren i da je povecani kortikosteron kod Zivotinja na restrikciji

hrane verovatno ve¢im delom poreklom iz cirkulacije.

Kod pacova, ekperimentalni protokoli koji odrzavaju nizak nivo glukokortikoida, poput
postnatalne manipulacije zivotinjama, povecavaju ekspresiju GR 1 poboljSavaju negativnu
povratnu spregu HHA ose, spreCavajué¢i kasnije morfoloske promene u hipokampusu i deficit
prostornog ucenja tokom starenjem (Landfield i saradnici, 1981; Meaney i saradnici, 1988).
Pored toga, i rezultati dobijeni u hipokampusu najstarije grupe zivotinja u nasem modelu
potvrduju studije koje su pokazale da se sa starenjem smanjuje broj GR receptora (Sapolsky i
saradnici, 1983; van Eekelen i saradnici, 1992; Rigter i saradnici, 1984; Zoli i saradnici, 1991,
Cizza i saradnici, 1995, Bizon i saradnici, 2001; Murphy i saradnici, 2002; Mizoguchi i
saradnici, 2009). MiSevi koji su heterozigotni za ekspresiju GR (GR+/—) imaju predispoziciju za
razvoj depresije (Ridder i saradnici, 2005), $to ukazuje na mogucéu ulogu smanjene ekspresije i
funkcije GR-a i u patogenezi psihijatrijskih poremecaja koji su povezani sa stresom (Holsboer,
2000; de Kloet i saradnici, 2005). Potvrda su smanjeni broj i/ili funkcija GR-a i povecana
sekrecija kortizola kod ljudi koji pate od velike depresije (Pariante i Lightman, 2008). Pored
puno izucavanih promena u GR-u, ispitivanja su pokazala da u bolestima koje prati deregulacija
HHA ose dolazi i do smanjenja nivoa MR-a (Lopez i saradnici, 1998; Webster i Carlstedt-Duke,
2002; Xing 1 saradnici, 2004), kao i1 da hroniCan tretman kortikosteronom smanjuje ekspresiju

MR-a u hipokampusu, dok ekspresija GR-a ostaje nepromenjena (Xu i saradnici, 2010). Stoga se
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moze zakljuciti da smanjenje ili GR-a ili MR-a moze poremetiti negativnu povratnu spregu koja
reguliSe HHA osu. Ispitivanja efekata hronicnog stresa su pokazala da su nivoi GR-a razlicito
regulisani u korteksu i hipokampusu (Mizoguchi i saradnici, 2003). | nasi rezultati pokazuju da
postoji strukturna specificnost u promenama proteinskog nivoa GR-a pod uticajem starenja.
Takode, promene u nivou ekspresije oba kortikosteroidna receptora, koje se uocavaju pod
uticajem restrikcije hrane, najizrazenije su kod 24 meseca starih Zivotinja. U obe ispitivane
strukture najstarije DR grupe povecana je ekspresija GR-a, Sto moZe doprineti odrzavanju
funkcionalnosti glukokortikoidnog signalnog puta. Pokazano je da je povecéanje u ekspresiji GR-
a mehanizam koji normalizuje poremeéene funkcije HHA ose u 11p-HSD1™~ midevima (Carter i
saradnici, 2009). Takode, dugotrajna restrikcija hrane povecava ekspresiju MR-a u hipokampusu
starih zivotinja, dok se u korteksu ne uo¢avaju promene nivoa ovog receptora. Kako se razlika u
nivou MR-a u hipokampusu izmedu AL i DR hranjenih zivotinja uocava ve¢ kod 18 meseci
starih Zivotinja, moze se sugerisati da mehanizam kojim restrikcija hrane uti¢e na ekspresiju
kortikosteroidnih receptora u hipokampusu najpre ukljuéuje promene u ekspresiji MR-a, dok
promene u proteinskom nivou GR-a slede kasnije tokom starenja. Povecanje u nivou ekspresije
MR-a moze doprineti pozitivnim efektima koji su pokazani za dugotrajnu restrikciju hrane, jer je
poznato da je porast u neuronalnoj iRNK za MR povezan sa poboljSanim prezivljavanjem
neurona (Almeida i saradnici, 2000, Macleod i saradnici, 2003) kao i da se time poboljsava
konsolidacija ne-prostorne memorije (Ferguson i Sapolski, 2007).

Promene u ekspresiji GR-a mogu biti pradene i promenama u njegovoj fosforilaciji, kao
Sto je pokazano u izu€avanju efekata hroni¢nog stresa u kulturi hipokampalnih neurona (Anacker
i saradnici, 2011). Rezultati koje smo dobili ukazuju da nivo fosforilacije GR-a kod AL Zivotinja
prati obrazac promena koje se detektuju za nefosforilisan receptor tokom starenja, i to u obe
strukture 1 svim ispitanim vremenskim tackama. Sa druge strane, nasi rezultati pokazuju i
razdvajanje efekata restrikcije hrane na fosforilacioni status GR-a u zavisnosti od posmatrane
strukture. Tacnije, bez obzira Sto restrikcija hrane kao tretman menja ekspresiju nefosforilisane
forme receptora na isti na¢in u obe strukture jer je nivo GR-a u odnosu na AL starosne kontrole
najpre nepromenjen kod 18 meseci starih Zivotinja, a potom povecan u najstarijoj ispitivanoj

grupi, fosforilisana forma se menja na razli¢it nacin u korteksu i hipokampusu. U korteksu se
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nivo fosforilisane forme receptora odrzava nepromenjenim u odnosu na 6 meseci stare kontrole,
dok u hipokampusu promene u nivou fosforilisane forme prate promene u ukupnom receptoru i
nivou njegovog liganda. Moguce je da povecana ekspresija FKBP51 i smanjena ekspresija
Hsp90 u korteksu 18 meseci starih DR Zivotinja smanjuju afinitet receptora za hormon i time
sprecavaju aktivaciju receptora. Pokazano je da hroni¢ni umereni stres povecava ekspresiju
FKBP51, ¢ime se inhibira translokacija GR-a u jedro, i taj efekat je pokazan i u korteksu i u
hipokampusu (Guidotti i saradnici, 2013). Nasuprot tome, u korteksu 24 meseca starih DR
Zivotinja nema promena u nivou FKBP51, ali je p25 aktivatorski protein CDKS5 kinaze smanjen i
u AL i DR grupi. Time se moze objasniti ¢injenica da nema povecane fosforilacije receptora i
pored detektovanog povecanja i GR-a i njegovog liganda u korteksu starih DR zivotinja. Sa
druge strane, bez obzira na smanjeni nivo p25 i Hsp90, u hipokampusu starih Zivotinja na
restrikciji hrane detektuje se povecana fosforilacija GR-a, $to ukazuje na oCuvan odgovor

receptora na povecani nivo liganda u ovoj strukturi DR zivotinja.

Fosforilacioni status receptora je bitan u regulaciji aktivacije, unutaréelijske lokalizacije,
transkripcije gena i proteinskog obrta GR-a (Chen i saradnici, 2008; Ismaili i Garabedian, 2004).
Sam receptor moze biti fosforilisan usled vezivanja liganda (Ismaili i Garabedian, 2004;
Rogatsky i saradnici, 1998), ali i aktivacijom razli¢itih signalnih puteva, ukljucujuéi protein
kinazu A (PKA) (Anacker i saradnici, 2011; Rangarajan i saradnici, 1992), ciklin-zavisne kinaze
(CDK) (Krstic i saradnici, 1997), kinazu glikogen sintaze-3 (GSK-3) i JNK (eng. c-Jun N-
terminal kinases) kinazu (Rogatsky i saradnici, 1998), koji mogu modulisati senzitivnost i
funkciju GR-a. Poznato je da, pored CDK5, MAPK kinaze ERK i p38 fosforilisu GR na Ser®*?
kod pacova. Dugotrajna restrikcija hrane spre¢ava smanjenje aktivacije ERK kinaze do koga
dolazi sa starenjem (Zhen i saradnici, 1999), ali nije poznato koliki uticaj na fosforilaciju GR-a

ova promena moZze ostvariti.

Poznato je da se u uslovima izlaganja hroni¢nom stresu smanjuje fosforilacija GR-a na
Ser®®? (Guidotti i saradnici, 2013), a da inkubacija humanih neuronalnih mati¢nih celija sa
sintetskim glukokortikoidom dekasametazonom, agonistom GR-a, poveéava nivo fosforilacije na
ovom mestu (Anacker i saradnici, 2011). Dakle, moze se zakljuciti da glukokortikoidi primenjeni

kao akutni tretman podsti¢u fosforilaciju GR-a koja vodi jedarnoj translokaciji receptora, dok u

65



uslovima hroni¢nog stresa poremeéaj funkcije GR-a ukljuGuje i smanjen Ser?* fosforilisan oblik
receptora. Restrikcija hrane u naSem modelu bez obzira na to Sto je primenjena kao hroni¢an

tretman dovodi do poveéanja fosforilacije GR-a na Ser** 232

u hipokampusu. Fosforilacija na Ser
koreliSe sa povecanom transkripcionom aktivnoS¢u receptora, dok sprecavanje fosforilacije
smanjuje kapacitet receptora da prenese signale (Wang i saradnici, 2002; Blind i Garabedian,

232 moze

2008; Chen i saradnici, 2008). Na primer, pokazano je da deficijencija u fosforilaciji Ser
biti uzrok rezistencije na glukokortikoide kod malignih limfoidnih ¢elija (Miller i saradnici,
2005). Odrzanje optimalnog fosforilacionog statusa je klju¢no za normalno funkcionisanje, $to u
slu¢aju hipokampusa ukazuje da restrikcija hrane deluje u pravcu odrzavanja funkcionalnosti
receptora. GR kod koga je mutacijom ukinuto fosforilaciono mesto ima promenjenu sposobnost
da aktivira neke od gena koji odgovaraju na glukokortikoide, ali neki od promotora ne pokazuju
zavisnost nivoa ekspresije od fosforilacije receptora (Webster i saradnici, 1997). Uticaj
fosforilacionog statusa receptora na transkripciju gena zavisi od tipa promotora i jacine vezivanja
GR-a za DNK (Chen i saradnici, 2006). Smatra se da u uslovima niskih koncentracija hormona
ekspresija vise zavisi od Ser”*? fosforilacije, dok pri visim koncentracijama postaje nezavisna od
fosforilacionog statusa za gene sa jakim GRE sekvencama u svom promotorskom regionu, poput
GILZ (eng. glucocorticoid-induced leucine zipper) gena. Sa druge strane, za gene sa slabim GRE
sekvencama poput IRF8 (eng. interferon regulatory factor 8), ekspresija je potpunosti zavisna od

fosforilacije na Ser®*?i vezivanja kofaktora MED14, $to navodi na zakljugak da je osnovna uloga

Ser232

olakSavanje interakcije GR-a sa kofaktorima, $to za rezultat ima pojacavanje
transkripcione funkcije receptora (Chen i saradnici, 2008). NaSi rezultati ukazuju da bi trebalo
ocekivati da dugotrajna restikcija hrane u korteksu uglavnom ispoljava efekte na ekspresiju gena
koji su manje zavisni od fosforilacionog statusa GR-a, dok u hipokampusu DR verovatnije utice
na ekspresiju gena Ciji promotori zahtevaju interakciju sa kofaktorima 1 zavise od fosforilacije
GR-a. Sa druge strane, fosforilacija uti¢e 1 na druge osobine receptora koje uticu na prenos
glukokortikoidnog signala, koje takode mogu doprineti razlikama u efektima DR izmedu
ispitivanih struktura. Na primer, fosforilacija receptora koja zavisi od prisustva liganda ubrzava
njegovu degradaciju, jer je GR kojem je mutacijom ukinuto mesto fosforilacije stabilniji u

prisustvu glukokortikoida (Webster i saradnici, 1997). Pored toga, GR koji za sebe nema vezan
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ligand je zasti¢en od degradacije vezivanjem za TSG101 protein, koji preferencijalno interaguje

sa nefosforilisanim oblikom receptora (Ismaili i saradnici, 2005).

Razli¢iti hipokampalni subregioni odgovaraju na razliit nain na promene u
koncentarciji kortikosterona, verovatno usled toga $to regionalne razlike u nivou ekspresije
glukokortikoidnih receptora uslovljavaju drugaciji MR/GR odnos. Pokazano je da je nedostatak
kortikosterona o$te¢uje granularne ¢elije dentatnog girusa, dok su visoke koncentracije hormona
toksi¢ne prvenstveno za neurone CA3 regiona, koji, zanimljivo, pokazuju najmanju zastupljenost
GR receptora (Morimoto i saradnici, 1996). CA neuroni i DG neuroni pokazuju i razlicite
elektrofizioloske i ¢elijske 1 molekularne promene sa starenjem (Burke i saradnici, 2010). Mada
ni sa starenjem ni pod uticajem restrikcije hrane ne dolazi do promena u broju sinapsi u CAL i
DG (Shi i saradnici, 2007, Newton i saradnici, 2008), analize ekspresije gena su pokazale da su
neuroni CAL regiona podlozniji stresu koji je posledica starenja, dok CA3 i DG bolje odgovaraju
na restrikciju hrane kada je u pitanju usporavanje procesa starenja (Zeier i saradnici, 2011).
Medutim, i pored navedenih razlika, fosforilisani GR u oba ispitana regiona hipokampusa starih
DR zivotinja odgovara na isti na¢in na restrikciju hrane, jer se u oba detektuje povecana jedarna
lokalizacija pGR-a, i to u obimu koji prevazilazi i nivo detektovan kod 6 meseci starih kontrola.
Pored toga, ekspresija se uglavnom uocava u jedrima neurona u ova dva subregiona, $to je u
skladu sa istrazivanjima koja pokazuju da je ekspresija GR-a u jedrima glijskih ¢elija niska u
odnosu na onu koja se detektuje u neuronima (Kasckow i saradnici, 2009; Cintra i saradnici,
1994). Dugotrajna restrikcija hrane ocigledno spre¢ava poremecaje u transportu GR-a u jedro, za
koje je pokazano da se odvijaju sa starenjem u hipokampusu (Murphy i saradnici, 2002). Poznato
je da glukokortikoidi olakSavaju formiranje memorije u razli¢itim testovima ucenja kod zivotinja
(Sandi, 1998; Roozendaal, 2000). Pretpostavlja se da je ovaj efekat posredovan GR-om, jer su
kod miSeva kojima je genetickim manipulacijama ukinuta ekspresija GR-a pokazani poremeca;ji
prostornog ucenja i pamcenja (Oitzl i saradnici, 1997; Rousse i saradnici, 1997). Povecanjem
aktivacije GR-a u odnosu na AL zivotinje dugotrajna restrikcija hrane moze uticati na
poboljSanje kognitivnih sposobnosti.

Ispitivanja promena u ekspresiji gena nakon hroni¢nog izlaganja glukokortikoidima u

hipokampusu su pokazala da je pod uticajem tretmana, izmedu ostalih, aktivirana ekspresija gena
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koji su ukljuceni u regulaciju sinapticke plasti¢nosti i u procese ucenja i pamcenja, kao i
neuronalne/metabolicke procese, dok je sa druge strane reprimirana ekspresija gena glijalne
reaktivnosti (ukljucuju¢i inflamatorno/imuni odgovor i astrogliozu) (Chen i saradnici, 2013).
Pored toga, poredene su promene u ekspresiji gena koji odgovaraju na glukokortikoide sa
pravcem promena koje se detektuju sa starenjem u hipokampusu, kako bi se utvrdilo da li su geni
koji odgovaraju na hronican tretman glukokortikoidima ukljuceni u ubrzavanje procesa starenja.
Da je glukokortikoidna hipoteza starenja tacna, glukokortikoidi i starenje bi trebalo da regulisu
ekspresiju zajednickih ciljnih gena u istom pravcu (Landfield i saradnici, 2007). Medutim, velika
vecina gena, tacnije 67% gena zajednickih za oba transkriptoma, se menjaju na suprotan nacin sa
starenjem i pod uslovima hroni¢nog tretmana kortikosteronom, sto ukazuje da glukokortikoidi
imaju efekte koji deluju u suprotnom pravcu od procesa starenja za mnoge od svojih ciljnih
molekula (Chen i saradnici, 2013).

Transkripcioni profil promena koje se deSavaju kao posledica restrikcije hrane kod starih
miSeva pokazuje da DR povecava ekspresiju gena ukljuenih u energetski metabolizam,
sinapti¢ku plasti¢nost i smanjuje ekspresiju gena ukljuc¢enih u inflamaciju (Mladenovic Pordevi¢
i saradnici, 2010; Lee i saradnici, 1999; Zeier i saradnici, 2011). Isti putevi su promenjeni
hroni¢nim tretmanom glukokortikoidima (Chen i saradnici, 2013), Sto sugeriSe da se bar neki od
efekata restrikcije hrane mogu pripisati odrzavanjem funkcionalnosti GR-a u mozgu tokom

starenja.

Proces starenja remeti normalno funkcionisanje hipokampusa preko promena koje
ukljucuju smanjenu sinapti¢ku plasti¢nost (Nakamura i saradnici, 1999), kognitivne funkcije
(Winocur, 1998) i neurogenezu (Kuhn i saradnici, 1996). Neurogeneza se odvija i u nekoliko
regiona u adulthom mozgu, ukljucujuéi i dentatni girus, ali se progresivno smanjuje sa starenjem
(Bernal 1 Peterson 2004; Arbous i saradnici, 2005). Restrikcija hrane podsti¢e neurogenezu kod
glodara (Lee i saradnici, 2002a), $to doprinosi neuroprotektivnim efektima ove intervencije. Broj
¢elija obelezenih bromodeoksiuridinom (markerom novosintetisane DNK koji ukazuje na
proliferisuce ¢elije) u dentatnom girusu je veéi kod zivotinja koje su podvrgnute restrikciji hrane
nego kod AL Zivotinja iste starosti, $to ukazuje na poboljSano prezivljavanje novonastalih ¢elija

(Lee i saradnici, 2002b; Bondolfi i saradnici, 2004), a novi neuroni mogu imati vaznu ulogu u

68



procesima ucenja i pam¢enja (Aimone i saradnici, 2006; Lledo i saradnici, 2006). Neurogenezu u
hipokampusu starih Zivotinja podstice i iskustvo (Kempermann i saradnici, 1998), Sto je u skladu
sa studijama koje pokazuju da obogacena sredina poboljSava prostorno ucenje u hipokampusu
(Lee i saradnici, 2003). Obogacena sredina takode povecava ekspresiju GR-a i sgk-1 gena u
hipokampusu (Lee i saradnici, 2003), Sto uz naSe rezultate ukazuje da se indukcija
neuroprotektivnih mehanizama mozda odvija istim putevima kod restikcije hrane i u slucaju
obogacenja sredine. Pokazano je dalje i da sgk-1 gen igra vaznu ulogu u konsolidaciji memorije
tokom prostornog ucenja kod pacova. Transfekcija normalnog sgk-1 gena poboljSava, dok
transfekcija mutiranog gena remeti izvodenje zadataka na testu vodenog lavirinta (Tsai i
saradnici, 2002). Pored toga, ekspresija sgk-1 je uglavnom indukovana glukokortikoidima
(Webster i saradnici, 1993), a sgk-1 olakSava formiranje dugotrajne potencijacije (LTP, eng.
Long-term potentiation), (Ma i saradnici, 2006), Sto potvrduje ne samo ulogu sgk-1 u
olakSavanju formiranja dugotrajne memorije (Tsai i saradnici, 2002), ve¢ je takode u skladu sa
literaturnim podacima koji pokazuju da glukokortikoidi poboljSavaju konsolidaciju memorije u
razli¢itim testovima ucenja (Roozendaal, 2000). Pored toga, poremecaji u ucenju i motornoj
koordinaciji koji se javljaju sa starenjem kod glodara su smanjeni kod Zivotinja na restrikciji
hrane (Mattson i saradnici, 2003). Pacovi na dijeti sa smanjenim brojem kalorija koja je zapoceta
sa 3 nedelje starosti, a koji su testirani kad su dostigli starost od dve godine su pokazali zna¢ajno
bolje rezultate nego AL hranjene Zivotinje iste starosti na prostornim i ne-prostornim testovima
ucenja (Pitsikas 1 saradnici, 1990; Pitsikas 1 Alegri, 1992). Pored toga, DR takode spreCava
deficite u hipokampalnom LTP-u, procesu koji je uklju¢en u formiranje memorije (Hori i
saradnici, 1992; Eckles-Smith i saradnici, 2000; Okada i saradnici, 2003). Neki od ovih efekata
se verovatno ostvaruju odrzavanjem signalnih puteva glukokortikoida u hipokampusu tokom

starenja, preko povecanja ekspresije sgk-1 gena.

Sa druge strane, u korteksu se ne menjaju nivo pGR-a ni genska ekspresija MR-a, a nema
povecanja ni u nivou iRNK za sgk-1 i pored povecanja u nivou kortikosterona kod starih
zivotinja na restrikciji hrane. To ukazuje da se mehanizmi kojim restrikcija hrane ostvaruje svoje
efekte koji nastaju kao posledica povecanja nivoa glukokortikoida drugaciji u korteksu, nego u

hipokampusu. Bez obzira na to $to su obe strukture ukljuene u zaustavljanje glukokotrikoidnog
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odgovora na stres (Diorio i saradnici, 1993), poznato je da korteks pokazuje vecu osetljivost na
strukturne promene do kojih dolazi u uslovima hroni¢nog stresa u odnosu na druge mozdane
regione. Dok je za pojavu strukturnih promena u hipokampusu potrebno ¢ak nekoliko nedelja
izlaganja stresu (McEwen, 2004), dendriti u korteksu pocinju da se menjaju nakon samo jedne
nedelje (Brown i saradnici, 2005) ili ¢ak i jednog izlaganja (lzquierdo i1 saradnici, 2006).
Nedavno je pokazano da postoji korelacija izmedu nivoa kortizola i smanjenja debljine korteksa
kod sredovecnih ljudi, dok nije pokazana znacajna veza volumena hipokampusa sa nivoom ovog
hormona (Kremen i saradnici, 2010). Pored toga, u nekoliko studija je pokazano da akutni
umereni stres remeti normalno odvijanje kognitivnih funkcija koje zavise iskljucivo od korteksa
(Murphy i saradnici, 1996; Arnsten i Goldman-Rakic, 1998; Shansky i saradnici, 2006).
Nasuprot tome, akutni stres umerenog intenziteta nema efekta, ili cak moze poboljsati neke od
funkcija koje su pod kontrolom hipokampusa (McEwen, 2004). Hormonalni odgovor na stres
pokazuje izuzetnu kompleksnost, jer i dinamicka reaktivnost sistema (povecana ili smanjena
reaktivnost) kao i unutrasnja regulacija (kraci ili duzi period izloZenosti) uticu na krajnji ishod

(Lupien i saradnici, 2009).

Novija istrazivanja su dovela u pitanje tvrdnju da je neurodegeneracija karakteristika
normalnog procesa starenja, jer unapredena stereoloska ispitivanja nisu pokazala gubitak
neurona u korteksu i hipokampusu kod starih ljudi, primata, niti pacova (Rapp i Gallagher, 1996;
Rasmussen i saradnici, 1996; West i saradnici, 1994). Promene u putevima prenosa signala i
sinaptickoj plasti¢nosti koje utiCu na aktivnost neurona mogu imati ve¢i znacaj u poremecajima u
starenju, od onog koji im se pripisivao u dosadaSnjim istraZzivanjima. Smanjenje u kognitivnim
kapacitetima koji zavise od pomenutih struktura je stoga pre posledica poremecaja u aktivnosti
neurona. Ekspresija gena ranog odgovora, c-fos-a, se koristi kao marker preko koga se utvrduje
neuronalna aktivacija mozdanih struktura u odgovoru na razli¢ite stimuluse (Hoffman i Lyo,
2002; Kovécs, 1998). Mada se bazalna ekspresija c-fos-a ne menja u mozgu sa starenjem
(D’Costa i saradnici, 1991; Desjardins i saradnici, 1997; Nagahara i Handa, 1997), Sto pokazuju i
nasi rezultati, pokazano je da akutni stres dovodi do smanjene neuronalne aktivacije u korteksu
starih pacova u poredenju sa mladim zivotinjama (Nagahara i Handa, 1997; Shoji i Mizoguchi,

2010). Smanjena aktivacija kortikalnih neurona tokom odgovora na akutni stres moZe biti
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posledica ostecenja u mozdanom tkivu kod starih Zivotinja (Boguszewski i Zagrodzka, 2005;
Salchner i saradnici, 2004). Takode, smanjenje aktivnosti neurona moze ukazati na poremecaje u
adaptaciji na promene u spoljasnjoj i unutrasnjoj sredini i doprineti promenjenoj aktivnosti HHA
ose kod starih Zivotinja. Pokazano je da korteks starih Zivotinja ima smanjenu sposobnost da
kontrolise aktivnost HHA ose tokom stresa (Garrido i saradnici, 2012b). Poznato je i da
transkripcioni regulator AP-1, u ¢ijem sastavu se moze nalaziti c-fos, pokazuje smanjenu
aktivnost u korteksu starih Zivotinja (Asanuma i saradnici, 1995). U korteksu Zivotinja koje su
izlozene obogacenoj sredini raste ekspresija c-fos-a u celijama koje eksprimiraju markere
nezrelin neurona, i smatra se da taj preoces igra kljutnu ulogu u razvoju neurona.
Eksperimentalne studije pokazuju da vezivanje transkripcionog regulatora AP-1, dimera c-fos-a
sa drugim ranim genom c-jun, aktivira gensku transkripciju i ubrzava proliferaciju i
deferencijaciju ¢elija (Hess i saradnici, 2004). Povecana ekspresija c-fos-a koja se odrzava i 20
dana nakon izlaganja obogacenoj sredini ukazuje da ovaj gen ima ulogu u sazrevanju neurona i
integraciji neuronalnih kola (Ohira i saradnici, 2010; Fan i saradnici, 2014). Takode, c-fos
aktivacija se povezuje sa procesima ucenja i pamcenja (Aggleton i Brown, 2005). Nasi rezultati
pokazuju da se u korteksu starih zivotinja pod uticajem dugotrajne restrikcije hrane povecava
ekspresija c-fos gena, Sto ukazuje da ovaj tretman deluje u pravcu odrzavanja reaktivnosti
kortikalnih neurona, i da moze uticati na kognitivne procese koji zavise od pravilnog
funkcionisanja korteksa. Medutim, za definitivnu potvrdu ovakvog efekta potrebno je sprovesti
dodatna ispitivanja sastava AP-1 kompleksa i vezivanja ovog transkripcionog regulatora za DNK

pod uticajem smanjenog unosa hrane tokom starenja.

Ispitivanja su pokazala i da tretman restrikcijom hrane moze dovesti do reprogramiranja
genske ekspresije proinflamatornih gena koji se menjaju sa starenjem (Weindruch and Prolla,
2002; Morgan i saradnici, 2007). Aktivaciju i proliferaciju mikroglije i astrocita koja se javlja sa
starenjem kod glodara i ljudi prati povecana ekspresija GFAP-a (Kohama et al. 1995, Nichols
etal. 1995). Poznato je da hroni¢na restrikcija hrane tokom adultnog Zivotnog doba sprecava
poveéanje u nivou iRNK za GFAP (Nichols etal. 1995). Literaturni podaci pokazuju da je
smanjenje u nivou GFAP-a in vivo posredovano glukokortikoidima preko aktivacije GR-a

(Nichols i saradnici, 1990). Takode je pokazano da se nivo GFAP-a poveéava nakon
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adrenalektomije u korteksu i hipokampusu (O’Callaghan i saradnici, 1991). NaSi rezultati su u
skladu sa literaturnim podacima o smanjenju u ekspresiji GFAP-a zivotinja podvrgnutih
restrikciji hrane i nasuprot tome porastom u nivou GFAP-a kod starih AL Zivotinja (Krekoski i
saradnici, 1996; Morgan i saradnici, 1999; Yoshida i saradnici, 1996). Ovaj antiinflamatorni
efekat restrikcije hrane se uocava u obe ispitane strukture, i odvija se na isti nacin u korteksu i
hipokampusu, bez obzira na razlike koje se uoCavaju u nivou pGR-a u ove dve strukture.
Aktivacija HHA ose 1 povecanje nivoa glukokortikoida uobiCajeno se povezuju sa
antiinflamatornim odgovorima, koji se odvijaju preko inhibicije NF«B signalnog puta (Shin i
saradnici, 2004; Kishore i saradnici, 2003). Medutim, postoje i podaci o tome da stres moze
povecati efekte NFxB transkripcionog regulatora i time povecati inflamatorni odgovor (Munhoz
i saradnici, 2006; LaPlant i saradnici, 2009; Madrigal i saradnici, 2001). U centralnom nervnom
sistemu transkripcioni regulator NFkB ima ulogu i u vaznim fizioloskim procesima poput
neurogeneze (Koo i saradnici, 2010), izrastanja neurita (Rolls i saradnici, 2007), sinapticke
plasti¢nosti i ucenja i pamcenja (Levenson i saradnici, 2004; Ahn i saradnici, 2008; O’Riordan i
saradnici, 2006). Literaturni podaci ukazuju da poremecaji u regulaciji aktivnosti ovog
transkripcionog regulatora mogu uéestvovati u razvoju neurodegenerativnih poremeéaja u mozgu
pacijenata obolelih od Parkinsonove (Ghosh i saradnici, 2007; Hunot i saradnici, 1997) i
Alchajmerove bolesti (Kaltschmidt i saradnici, 1997). NaSi rezultati su pokazali da tokom
starenja u korteksu pacova dolazi do porasta nivoa NFkB-a u jedru, gde kao transkripcioni
regulator ostvaruje svoje dejstvo. Tretman restrikcijom hrane spre¢ava ovaj efekat, i smanjenjem
nivoa NFkB-a moZe inhibirati delovanje proinflamatornih citokina poput IL-6 (interleukin 6) i
TNF-o (eng. tumor necrosis factor a). Takode, blokiranjem efekata NFxB-a i u ¢elijama
imunskog sistema i u mozgu ostvaruju se antiinflamatorni efekti koji mogu ublaziti posledice
stresa (Koo i saradnici, 2010). Pokazano je da se preko aktivacije ili inhibicije transkripcionog
regulatora NFkB u hipotalamusu kod mi$a moze ubrzati ili usporiti proces starenja, i time
produziti ili skratiti zivotni vek (Zhang etal. 2013). Jedan od nacina na koji dugotrajna
restrikcija hrane moze spreciti aktivaciju NFkB do koje dolazi sa starenjem podrazumeva
smanjenje nivoa Stetnih molekula i podizanje protektivnih ¢elijskih signalnih puteva (Martin i

saradnici, 2008; Rangaraju 1 saradnici, 2009). Restrikcija hrane moZe povecati ekspresiju SIRT1
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(Chen 1 saradnici, 2005a; Chen i saradnici, 2005b), evolutivho ocuvanog enzima koji je
najpoznatiji ¢lan familije Sirtuina kod sisara (Blander i Guarente 2004; Guarente, 2006; Michan i
Sinclair, 2007). Sirtuini su vazni regulatori ¢elijskog metabolizma i funkcionalno su povezani su
sa starenjem 1 poremecajima koji se javljaju sa starenjem (Haigis i Guarente, 2006; Guarente,
2006; Longo 1 Kennedy, 2006; Michan i Sinclair, 2007). SIRT1 reguliSe i metabolicke promene
koje se javljaju kao posledica izlaganja restrikciji hrane (Bordone i Guarente, 2005; Guarente,
2006; Chen i Guarente, 2007). Aktivacija sirtuina moZe objasniti otpornost na inflamaciju do
koje dovodi smanjeni unos hrane (Holloszy i Fontana, 2007; Morgan i saradnici, 2007), jer je
pokazano da se SIRTI1 fizicki vezuje za NFkB komlekse i inhibira njihovu transkripcionu
aktivnost (Yeung i saradnici, 2004). Literaturni podaci potvrduju ulogu SIRT1 u inhibiranju
inflamacije (Chen i saradnici, 2005a; Chen i saradnici, 2005b; Nayagam i saradnici, 2006; Yang
i saradnici, 2007), a mehanizmi koji povezuju SIRT1 i NFkB mogu objasniti protektivne efekte
restrikcije hrane na inflamatorne procese koji se u mozgu javljaju sa starenjem. Smatra se da
starenju. NFkB je transkripcioni regulator koji se aktivira u sluéaju ¢elijskih oStec¢enja i stresa, i
pokazuje povecanu aktivnost sa starenjem i u hroni¢nim bolestima koje su povezane sa starenjem
(Hayden i Ghosh, 2008, Tilstra i saradnici, 2011). Geneti¢ka ili farmakoloSka inhibicija
aktivacije NFxB odlaze pojavu mnogih simptoma koji se javljaju sa starenjem (Tilstra i
saradnici, 2012), Sto ukazuje da je efekat smanjenja aktivacije NFkB koji restrikcija hrane

pokazuje u naSem modelu mogu¢i mehanizam kojim se usporava proces starenja u korteksu.

Proces starenja se ne odvija sinhrono u svim regionima mozga i odvija se na specifi¢an
nacin za svaki region (Mora i saradnici, 2007). Stoga ne ¢udi §to se efekti dugotrajne restrikcije
hrane ostvaruju na drugaciji naCin u razliitim regionima. Sve je veci broj podataka koji
ucvrscéuju stanoviste da je interakcija izmedu regiona kljucna za promene u razli¢itim funkcijama
tokom starenja, §to se posebno odnosi na one regione koji uc¢estvuju u koordinisanom odgovoru
na stres. Promene u mozgu i ponasanju se teSko mogu objasniti delovanjem jednog hormona i
njegovih receptora, ve¢ je verovatnije da su navedene promene rezultat slozenih interakcija
izmedu mnogih hormonskih sistema (Jankowska i saradnici, 2006; Cappola i saradnici, 2008).

Poznato je da se nivo i funkcija mnogih hormona menjaju sa starenjem (Weinert i Timiras, 2003;
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Conrad i Bimonte-Nelson, 2010). Interakcija velikog broja vaznih molekula u svakom od regiona
mozga je od znacaja za razumevanje promena koje se deSavaju u mozgu tokom starenja (Mora i
saradnici, 2007, Mora i saradnici, 2008, Segovia i Mora, 2001) i stoga je neophodno ispitivanje
kombinovanih efekata viSe hormona koji zajednicki ostvaruju svoj uticaj na mozak.
Razumevanje ovih procesa i utvrdivanje efekata koje na njih ispoljava smanjeni unos hrane moze

ukazati na mehanizme kojima se moze uticati na usporavanje procesa starenja mozga.
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6. Zakljucci

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1. Tokom starenja dolazi do povecanja koncentracije kortikosterona u korteksu pacova, dok
u hipokampusu nivo ovog hormona ostaje nepromenjen. Dugotrajna restrikcija hrane
povecava nivo kortikosterona u obe ispitivane starosne grupe i u korteksu i u

hipokampusu pacova.

2. Nivo kljuénog enzima koji u mozdanom tkivu reguliSe dostupnost kortikosterona
receptoru, 11B-HSD1, odrzava se nepromenjenim tokom starenja u korteksu pacova koji
imaju neogranicen pristup hrani, dok u hipokampusu raste samo kod najstarije ispitivane
grupe. Tretman dugotrajnom restrikcijom hrane dovodi do povecanja nivoa 113-HSD1 u

korteksu.

3. Najizrazenije promene na nivou glukokortikoidnog receptora tokom starenja se uocavaju
u hipokampusu najstarije ispitivane grupe Zivotinja sa slobodnim pristupom hrani.
Detektovan je znaCajan pad nivoa receptora, pra¢en smanjenim nivoom fosforilisanog
oblika receptora. Primena dugotrajne restrikcije hrane poveéava nivo glukokortikoidnog
receptora i u korteksu i u hipokampusu, dok uticaj na fosforilacioni status receptora
ostvaruje samo u hipokampusu najstarije ispitivane grupe, gde se znacajno povecava i
jedarna lokalizacija receptora. Funkcionalna posledica aktivacije glukokortikoidnog
receptora u hipokampusu zivotinja podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane se ogleda u

povecanju ekspresije sgk-1 gena.
4. Nivo CDKS5 se ne menja tokom starenja u obe strukture, bez obzira na primenjeni rezim

ishrane. Smanjeni unos hrane utice na obradu p35 aktivatorskog proteina za CDK5

kinazu u hipokampusu, ¢ime moze ostvariti efekat na aktivnost ove kinaze.
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5. U korteksu ne dolazi do promena u ekspresiji mineralokortikoidnog receptora ni kod
jedne od ispitivanih grupa zZivotinja. Tretman dugotrajnom restrikcijom hrane povecava
ekspresiju mineralokortikoidnog receptora u hipokampusu, i to u obe ispitivane starosne

tacke.

6. Dugotrajna restrikcija hrane povecava ekspresiju c-fos gena u korteksu, Sto ukazuje da

deluje u pravcu odrzavanja reaktivnosti kortikalnih neurona tokom starenja.

7. Nivo transkripcionog regulatora NFxB se znacajno povecava u jedarnoj frakciji korteksa
najstarije ispitivane grupe, $to je pra¢eno smanjenjem njegovog nivoa u citoplazmaticnoj
frakciji. Dugotrajna restrikcija hrane spre¢ava pojavu ovog starosno-zavisnog efekta u

korteksu.

Rezultati doktorske disertacije pokazuju da tokom starenja dolazi do promena na nivou
prereceptorskog metabolizma glukokortikoida, kao i na nivou samog glukokortikoidnog
receptora. Dugotrajna restrikcija hrane ostvaruje efekte na signalni put glukokortikoida na
strukturno-specifican nacin, pri ¢emu su promene u korteksu uocljivije na prereceptorskom
nivou, i ogledaju se u povecanoj koncentraciji kortikosterona i pove¢anom nivou enzima 11[3-
HSD1. U hipokampusu je efekat restikcije hrane najizrazeniji na nivou samog receptora, i
ostvaruje se preko povecanja nivoa ukupnog receptora i njegove fosforilisane forme. U obe
strukture koje su analizirane, efekti dugotrajne restrikcije hrane su bili izraZeniji kod najstarije
ispitivane grupe.

Rezultati dobijeni u okviru disertacije ukazuju na znacaj signalnog puta glukokortikoida u
ostvarivanju efekata dugotrajne restrikcije hrane, ¢ime proSiruju dosadasnje uvide u mehanizme
neuroprotektivnog dejstva smanjenog unosa hrane. Imajuéi u vidu vaznu ulogu signalnog puta
glukokortikoida u procesima ucenja i pamcenja, rezultati su znacajni i sa aspekta potencijalnog

koriS¢enja redukovane ishrane u ouvanju kognitivnih kapaciteta tokom starenja kod ljudi.
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IIpuaor 1.

U3sjaBa o ayTopcTBy

[ToTnucanu-a Becna Temmuh
Opoj unaeKca M3010/2007

N3jaB/byjem
Ja je JOKTOpCcKa JIucepTaliyja moJ1 HacIOBOM

YTI/IHai zwromaiﬂe PECTPHUKIIM]e XpaHe Ha CKCHDCCI/IiV TIIYKOKOPTUKOWJIHOI PEHCIITOPA

Y OpEAKEM MO3TY IMaroBa TOKOM CTapema

® pe3yliTaT COIICTBCHOI UCTPAXKMUBAYKOT paja,

® Jla Ipe/UIo’KEHA JAKcepTallija y LeJIMHU HH Y JIeJIOBUMA HUje OuJia Ipe/yIojkeHa 3a
JoOujame OMIIO KOje JUIUIOME IpeMa CTYAMjCKHMM MporpaMuMa JpPYrux
BHCOKOIIIKOJICKUX YCTaHOBA,

e Jla Cy pe3yJITaTh KOPEKTHO HaBEJICHU U

® Jla HMCaM KpIIKO/JIa ayTopcka IpaBa U KOPUCTHO UHTEJIEKTYaIHy CBOJUHY JAPYTUX
JHLA.

IloTnuc JOKTOpaH/aa

-
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IIpuaor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTMU LUTaMMaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme u npezume aytopa Becna Temuh

bpoj unekca M3010/2007

Cryaujcku nporpam MonekynapHa Guosioruja

Hacnos pana YTH1a] IyroTpajHe PeCTPUKIIU]e XpaHe Ha eKCIIPEeCH]y

FIYKOKOPTHKOH/IHOT PEIICTITOPA YV IIPEAKLEM MO3I'Y ITalioBa TOKOM CTapeimha

MenTop 1p Musika [leposuh u jip I'opsiana Maruh

[Toriucanu/a Becna Temuh

M3jaBpyjem n1a je mrammaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA E€JIeKTPOHCKO]
BEp3MjU KOJy caM TIperao/na 3a objaB/puBame Ha rnoptany JuraraaHor
peno3utopujyma YHusep3ureray beorpany.

JlozBosbaBam j1a ce oOjaBe MOjU JIMYHM TMOJIAIM BE3aHU 3a JIOOHjarbe aKaJeMCKOT 3Barba
JIOKTOpa HaykKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, roJIMHa U MecTo pohema u garym oadpaHe
paza.

OBH JTMYHM 1TOJ1ALIK MOTY ce€ 00jaBUTH HAa MPEXKHUM CTpaHHIIAMa JUTrHTaIHe OUOIHoTeKE,
Y €JICKTPOHCKOM KaTtajlory  y nmybiukanujama YHuBep3utera y beorpany.

ITornne noxkTropanaa

’Jﬂ’q / }Z'X-Ju .-

V Beorpany, [5.09. QU [6
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IIpusor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnamwhyjem YHuuBep3urercky Oubnmoreky ,.CBerozap Mapkosuh™ na y Jlururannu
pernosutopujyMm YHHBep3uTeTa y beorpaiay yHece MOjy JTOKTOPCKY AHCEpTallujy MOJ
HaCJIOBOM:

VTunaj ayrorpajHe peCTpUKIM]e Xpade Ha eKCOPECH]Y INIYKOKOPTHKOMIHOL

perenITopa y nNpeameM MO3TY ITaloBa TOKOM CTapeha

KOja je MOje ayTOPCKO JIeJIO.

Jlucepranujy ca CBUM MPUJIO3MMa Mpeaao/ia caM y eJIeKTPOHCKOM (opmary morogHoM
3a TpajHO apXUBUPAHE.
Mojy JOKTOpCKY JAMCEpTalnjy MoXpameHy y JIUMruTalHu perno3uTopujyM Y HUBEP3UTETA
y beorpaay Mory ja kopucte CBH KOjH IMOIITY]Y oJpeade caapkaHe y oJabpaHoM THILY
manenne Kpearusre 3ajenuiie (Creative Commons) 3a K0jy caM ce 0JITy4no/Ja.
1. AyTopcTBO
2. AYyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]aJIHO
3. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIIHjaTHO — Oe3 mpepajie

AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjaJIHO — JICJIUTH 101 UCTUM yCIOBUMA
5. AytopcTBOo — 0e3 npepajie
6. AyTOpCTBO — JIETUTHU MOJI UCTUM yCIIOBUMA
(MonuMo Ja 3a0Kpy)KHT€ camMO jeHYy OJ ILIeCT MOHYheHHX JHIeHIM, KpaTak OIHC
JIMIIEHITH J1aT j€ Ha ToJiehuHU JTUCTa).

IToTniuc nokTOpanIa

Y
: DA

il gLl

Y Beorpany, 15902, QO[b




1. AyropctBo - Jlo3BOJbAaBaTE YMHOXaBame, MUCTPUOYIHM]Y W JaBHO CAOIIITaBame Jela, U
npepazie, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HauuH oJpeheH ol cTpaHe ayTopa WIM JaBaola

JMIICHIIE, YaK U y KoMepuujanHe cBpxe. OBo je Hajca000JH1ja 01 CBUX JIUICHIIH.

2. AyrtopctBOo — HekoMmepumjasHo. Jlo3BoJhaBaTe yMHOXKaBawe, IUCTPUOYLHM]Y U JaBHO
CaoMIITaBamkEe JIeNa, U Tpepajie, ako ce HaBeJe MMEe ayTopa Ha HauuH ojpel)eH o cTpaHe ayTopa

win naBaoria nurenie. OBa JIMIIeHIIa HE 103B0JbaBa KOMEPIIHjaTHy yrnoTpely nena.

3. AyTOpCTBO - HEKOMepIHjaTHO — 0e3 mipepane. /lo3BosbaBaTe yMHOXKaBaWkHe, TUCTPUOYIIH]Y U
JaBHO caoIIITaBame Jea, 0e3 MpOMeHa, MPEeOoOIMKOBaka WK YIIOTpeOe /iesia y CBOM Iy, ako
ce HaBeJe MME ayTopa Ha HauyWH oApeheH o cTpaHe ayTopa WM JaBaona jiuieHme. OBa
JMIICHIIA HE I03B0JhaBa KOMEPIHUjaIHy yrnoTpeOy nena. Y oJHOCY Ha CBE OCTaje JUICHIIE, OBOM

JIUIIEHIIOM Cce orpaHu4YaBa HajBehu oOum mpaBa kopunihema aena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEPIIHjaJIHO — JIEJIUTH 0]l UICTUM yclioBUMa. [l03BoJbaBaTe yMHOKABAE,
TUCTpUOYIIMjy W JaBHO CaOIITaBamke JeNla, U Mpepaje, ako ce HaBelIe MME ayTopa Ha HAYMH
onpehen on cTpaHe ayTopa WIM JaBaolla JUIEHIE M aKo ce Mpepaja AUCTPUOyupa moj UCTOM

WM CIMYHOM JinieHoM. OBa JIMIIeHIIa He 103B0JbaBa KOMEPLIHjaHy ynoTpely Jieia u mpepaja.

5. AytopcTBo — 6e3 npepase. J{03BosbaBaTe yMHOXKaBakE, TUCTPUOYIIU]Y U JABHO CAOMIITABAE
nena, 6e3 MpoMeHa, MpeoOIMKOBamka WM yHoTpebe Jela y CBOM ey, ako Ce HaBele HMe
ayTopa Ha HauuH oxapeleH of cTpaHe ayTopa WM AaBaoua juneHre. OBa JHIEHNIA J103BOJbaBA

KOMepIHjalHy ynotpeoy aena.

6. AyTOpCTBO - JETHWTH TOJ WCTUM ycioBuMa. J[03BoJbaBaTe yMHOXaBame, JUCTPHOYLH]Y H
JaBHO caollITaBame JIeNla, ¥ Ipepaje, ako ce HaBeJe MME ayTopa Ha HauMH oJpeheH of cTpaHe
ayTopa WM JaBaolla JIMICHIIE M aKo ce Mpepaja MUCTpUOyHpa TOA HCTOM HIH CIMYHOM
munennoM. OBa JMIEHIIA JJ03BOJbAaBA KOMEpPLHMjAIHY yHoTpeOy aena u mpepana. Cnuyna je

CO(i)TBepCKI/IM JIMICHIIaMa, OJHOCHO JIMIICHIIaMa OTBOPCHOT KOJ1a.
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