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REZIME:

Uticaj restriktivnog reZima ishrane na plasti¢nost neurona i glije nakon povrede
senzomotorne kore mozga pacova

Traumatska povreda mozga (engl. traumatic brain injury, TBI) predstavlja povredu
mozdanog tkiva uzrokovanu mehanickom povredom glave. TBI je jedan od vodecih
uzroka smrtnosti 1 invaliditeta u svetu, u populaciji ljudi do 45 godina starosti. Posledice
TBI zavise od lokalizacije i kolicine oStecenja mozdanog tkiva i mogu varirati od blazih
motorickih i kognitivnih smetnji, pa sve do tezih oblika invaliditeta i smrti. Traumatska
povreda mozga dovodi do narusavanja krvno-mozdane barijere, $to rezultuje tacno
odredenim sledom dogadaja u povredenom tkivu CNS-a. Naime, akutna faza, oznacena
kao primarna povreda, nastaje direktnim delovanjem mehanicke sile na mozdano tkivo 1
javlja se u trenutku povrede. Dogadaji koji slede nakon toga oznaceni su kao sekundarna
povreda koja nastaje kao posledica inicijalnog ostecenja, a obuhvata procese koji dovode
do daljeg ostecenja tkiva u danima i nedeljama nakon povrede. To su pre svega zapaljenski
procesi koji dovode do smrti neurona koji prvobitno nisu bili zahvaéeni mehanickom

povredom. Smatra se da je broj neurona koji umre usled Sirenja sekundarne povrede daleko

veci od broja neurona koiji strada usled primarne povrede.

Cinjenica da se veéina procesa u okviru sekundarne povrede odigrava relativno
kasno (satima i danima nakon povrede) c¢ini ith podloznim razli¢itim terapeutskim
intervencijama. Ve¢ decenijama je poznato da restrikcija hrane povoljno deluje na citav
organizam tako §to odlaze starosno-zavisne fizioloske promene i smanjuje incidencu
razlicitih obolenja (kancer, autoimunske bolesti, Parkinsonova 1 Alchajmerova bolest, itd.)
Medutim, tek u poslednjih desetak godina intenzivno se istrazuje uticaj smanjenog unosa
hrane na procese oporavka nakon povrede. Dosadasnja istrazivanja na ovom polju su
pokazala da restrikcija hrane u trajanju od nekoliko meseci pre povrede CNS-a ima
neuroprotektivno dejstvo i promovise funkcionalni oporavak u nekoliko razlicitih modela
povrede.

Efekti dijetalne restrikcije na razlicite aspekte sekundarne povrede, kao i na
sekundarnu celijsku smrt nakon traumatske povrede mozga jos uvek nisu dovoljno ispitani.
Stoga je cilj ovog istrazivanja bio je da se utvrdi da li i u kojoj meri dijetalna restrikcija (DR)

moze uticati na procese koji se u mozgu desavaju nakon povrede, a pre svega, da li moze



da utic¢e na procese sekundarne povrede. Za potrebe eksperimenta, muzjaci pacova Wistar
soja stari 3 meseca su podeljeni u dve grupe, ad /libitum zivotinje (AL) i zivotinje na
restriktivnom reZimu ishrane (DR). Zivotinje iz AL grupe imale su neograni¢en pristup
hrani tokom ¢itavog vremena trajanja eksperimenta, dok su zivotinje iz DR grupe dobijale
50% normalnog dnevnog unosa hrane. Sa navrsenom staros¢u od 6 meseci zivotinje su
podvrgnute ubodnoj leziji senzomotorne kore prednjeg mozga, a zatim su zrtvovane u
razli¢itim vremenskim tackama: kontrola, 2, 7, 14. 1 28. dan nakon lezije. Kako bi se
utvrdio efekat dijetalne restrikcije na oporavak nakon traumatske povrede mozga praceni
su procesi inflamacije, sekundarne neurodegeneracije i neuralne plasticnosti. Primenom
metoda Western blot analize, RT- i PCR-a u realnom vremenu, histoloskog bojenja i
imunohistohemije ispitivane su promene u vremenskoj 1 prostornoj ekspresiji ciljnih iRNK
1 proteina, markera ovih procesa.

Rezultati dobijeni u okviru ove disertacije pokazuju da dijetalna restrikcija u
znacajnoj meri menja odgovor tkiva mozga na povredu, uticuéi na brojne procese nakon
povrede. Naime, dobijeni rezultati su pokazali da dijetalna restrikcija utice na procese
inflamacije suprimirajuéi aktivaciju mikroglijskih ¢elija, kao i indukciju solubilnog TNF-«
proteina nakon povrede. Takode, DR deluje neuroprotektivno suprimirajuci indukciju
aktivne kaspaze-3 i sekundarnu smrt neurona u ranoj fazi oporavka nakon povrede mozga.
Dijetalna restrikcija povecava ekspresiju proteina sinapticke plasticnostt GAP-43 i
sinaptofizina oko samog mesta povrede, uz istovremenu supresiju aktivacije astrocita i
smanjenje sinteze inhibitornog proteoglikana neurokana. Takode, DR dovodi do izrazitog
povecanja koncentracije kortikosterona, kao i posledicne promene u fosforilaciji GR-a, i u
nivou 11B3-HSD1 proteina nakon povrede. Dijetalna restrikcija je uticala 1 na ekspresiju
transkripcionog faktora NF-xB, kao i na ekspresiju iRNK za Bcl-2 1 Bel-xL, antiapoptotskih
gena koje regulise NF-»B.

Rezultati ove studije su pokazali da dijetalna restrikcija ima kapacitet da u znacajnoj
meri oblikuje odgovor povredenog tkiva mozga direktnim uticajem na procese sekundarne
povrede, ali i plasticnosti. Takode, ovi rezultati ukazuju na moguénost primene dijetalne

restrikcije 1 u klinickoj praksi kod povreda mozga.

Kljucne reci: povreda mozga, mozdana kora, dijetalna restrikcija, pacov



NAUCNA OBLAST: Biologija

UZA NAUCNA OBLAST: Molekularna neurobiologija

UDK BROJ: [616-001.1 : 611.813] : 613.24 (043.3)



ABSTRACT:

Effect of dietary restriction on neuronal and glial plasticity following injury to the

rat somatosensory cortex

Traumatic brain injury (TBI) represents a brain tissue injury caused by mechanical
head injury. TBI is one of the leading causes of death and disability in the world human
population, up to 45 years of age. Consequences of brain injury depend on the location
and amount of brain tissue damage, and can range from mild motor and cognitive
impairment, to severe forms of disability and death. Traumatic brain injury leads to
impairment of blood-brain barrier, resulting in a precisely defined sequence of events in
injured CNS tissue. Two main phases could be distinguished: acute phase, which is called
the primary injury that occurs by direct action of mechanical forces on the brain tissue and
occurs at the time of injury. The events that followed thereafter are called the secondary
injury. Secondary injury occurs as a result of the initial damage, and includes the processes
that lead to further tissue damage in the days and weeks following injury. These are
primarily inflammatory processes that lead to the death of neurons that initially were not
affected by mechanical injury. It is believed that the neuronal cell death caused by
secondary injury is far greater than the one caused by primary injury.

The fact that most of the processes within the secondary injury occur relatively late
(hours and days following injury) makes them subject to various therapeutic interventions.
For decades, it is known that food restriction has a beneficial effect on the entire organism
by delaying age-dependent physiological changes and reducing the incidence of various
diseases (cancer, autoimmune disease, Parkinson's and Alzheimer's, etc). However, only in
the last ten years has been to investigate the influence reduced food intake in the recovery
process following injury. Previous research in this field has shown that several months long
food restriction prior to CNS injury has neuroprotective effects and promotes functional
recovery in several different models of injury.

The data considering effects of DR on different aspects of secondary injury, as well
as secondary neuronal cell death following TBI are still scarce. Therefore, the aim of this
study was to determine whether dietary restriction (DR) can affect the processes that occur
in the brain after injury, primarily, whether it can influence the process of secondary injury.

For the purpose of the experiment, male Wistar rats 3 months old were divided into two



groups, the ad libitumr animals (AL) and the dietary restricted animals (DR). Animals from
the AL group had unlimited access to food throughout the duration of the experiment,
whereas the animals DR groups received 50% of normal daily food intake. Upon reaching
the age of 6 months, the animals were subjected to stub lesion to the somatosensory
cortex, and then were sacrificed at different time points: control, 2, 7, 14 and 28 day
following lesion. In order to determine the effect of dietary restriction on processes
tfollowing TBI following processes were examined: inflammatory processes, secondary
neurodegeneration and neural plasticity. Changes in the temporal and spatial expression of
target mRNA and proteins were examined by using Western blot analysis, RT-PCR and
real-time RT-PCR, histological and immunohistochemical staining.

To determine the effect of dietary restriction on recovery following TBI genes and
proteins involved in the processes of inflammation, secondary neurodegeneration, as well
as those who participate in the processes of plasticity, were investigated.

The results obtained in this thesis show that dietary restriction significantly changes
the brain tissue response to injury, affecting numerous processes following injury. Namely,
dietary restriction affects the inflammatory process by suppression of microglial activation,
and TNF-a protein induction following injury. Also, DR acts neuroprotective by
suppressing active caspase-3 induction and secondary neuronal death in the early phase of
recovery following brain injury. Dietary restriction increases the expression of synaptic
plasticity proteins GAP-43 and synaptophysin around the site of the injury, with
simultaneous suppression of the activation of astrocytes and reduction of synthesis of
inhibitory proteoglycan - neurocan. Also, DR leads to a prominent increase in the
concentration of corticosterone, and consequent changes in the GR signaling pathway.
Dietary restriction affected the expression of NF-kappaB transcription factor, as well as
the expression of mRNA for Bcl-2 and Bcl-xI., antiapoptotic genes regulated by
mentioned transcription factor.

The results of this study showed that dietary restriction has the capacity to
significantly shape the response of damaged brain tissue by direct impact on the processes
of secondary injury and neural plasticity. Also, these results point to the possibility of using

dietary restriction in clinical practice for patients who have suffered a brain injury.

Key words: brain injury, cerebral cortex, dietary restriction, rat
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SKRACENICE:

113-HSD1 - 11beta hidroksisteroid dehidrogenaza 1
AL - ad libitum

Apaf-1 (engl. apoptosis protease activating factor-1) — aktivirajuéi faktor-1 proteaze
apoptoze

Bcl-2 — (engl. B-cell lymphoma 2) — B-Celijski limfom 2, regulatorni protein apoptoze

Bcl-xL — (engl. B-cell lymphoma-extra large) - B-celijski limfom-ekstra veliki, protein koji
promovise prezivljavanje

BDNEF - (engl. brain derived neurotrophic factor) - troficki protein poreklom iz mozga
BSA - (engl. bovine serum albumin)- govedi albumin seruma

CNS - centralni nervni sistem

CSPG - (engl. chondroitin sulfate proteoglycans) - hondroitin sulfatni proteoglikani
DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DR - djjetalna restrikcija

GAP-43 - (engl. growth-associated protein 43) — protein asociran sa rastom 43
GC - (engl. glucocorticoids) — glukokortikoidi

GFAP - (engl. glial fibrilary acidic protein) — glijalni fibrilarni kiseli protein
GR - (engl. glucocorticoid receptor) - glukokortikoidni receptor

Hsp70 - (engl. heat shock protein 70) - protein toplotnog stresa 70

Iba-1 — (engl ionized calcium binding adaptor molecule 1) — jonizujuéi kalcijum vezujuci
adaptorski molekul 1

IF - (engl. intermittent fasting) - intermitentna dijeta

KORT - kortikosteron

MR - (engl. Mineralocorticoid receptor) — mineralokortikoidni receptor
NF-xB - (engl. nuclear factor -uB) — jedarni faktor —»xB

PCR - (engl. Polymerase Chain Reaction)- lanc¢ana reakcija polimerizacije



PGR - (engl. phosphorilated glucocorticoid receptor) — fosforilisani glukokortikoidni
receptor

PNS - periferni nervni sistem

RNK - ribonukleinska kiselin

SPH - (engl. synaptophysin) — sinaptofizin

TACE - (engl. TNF-a-converting enzyme) - TNF-a-konvertujudi enzim
TBI - (engl. traumatic brain injury) — traumatska povreda mozga
TNFR - TNF-a receptor

TNF-« - (engl. tumor necrosis factor alpha) — faktor nekroze tumora alfa
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1. Uvod



1.1. Traumatska povreda mozga

Traumatska povreda mozga (engl. traumatic brain injury, TBI) predstavlja povredu
mozdanog tkiva uzrokovanu mehanickom povredom glave. TBI je jedan od vodecih
uzroka smrtnosti 1 invaliditeta u svetu, u populaciji ljudi do 45 godina starosti (Pekovi¢ 1
saradnici, 2006). Posledice TBI zavise od lokalizacije i stepena oste¢enja mozdanog tkiva i
mogu varirati od blazih motorickih i kognitivnih smetnji, pa sve do tezih oblika invaliditeta
i smrti. Kod TBI mozemo razlikovati akutnu fazu, odnosno primarnu povredu koja
nastaje direktnim delovanjem mehanicke sile na mozdano tkivo i javlja se u trenutku
povrede. Dogadaji koji slede nakon toga predstavljaju sekundarnu povredu koja nastaje
kao posledica inicijalnog ostecenja, a obuhvata procese koji dovode do daljeg ostecenja
tkiva u danima i nedeljama nakon povrede. To su pre svega zapaljenski procesi koji dovode

do degeneracije neurona koji prvobitno nisu bili zahvaceni mehanickom povredom

(Stroncek i Reichert, 2008).

1.2. Sled dogadaja nakon TBI

Traumatska povreda mozga dovodi do narusavanja krvno-mozdane barijere, sto je
praceno tacno odredenim fazama u povredenom tkivu CNS-a. Ovi dogadaji mogu se

podeliti u cetiri osnovne faze (Slika 1):

1) hemostaza
2) inflamacija
3) oporavaki

4) remodelovanje

Sam proces zarastanja povredenog tkiva pocinje od trenutka narusavanja krvno-
mozdane barijere, odnosno od onog trenutka kada povreda nastane (Clark 1 saradnici,
1994). Vazno je spomenuti da jasne granice izmedu pomenutih faza ne postoje, ve¢ se one
smenjuju u tkivu vodedi ga u sledecu fazu oporavka. Uspesnost oporavka zavisi od ¢itavog
niza faktora. Upravo zbog toga razlicita tkiva imaju razlicitu sposobnost regeneracije 1
reparacije. Ono §to treba imati u vidu jeste da CNS adulta ima izuzetno ogranic¢en
regenerativni kapacitet. Upravo se zbog toga kod ljudi koji su preziveli povredu CNS-a

cesto javljaju funkcionalne poteskoce.
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Slika 1: Shema vremenskog sleda dogadaja nakon povrede CNS-a. (Preuzeto i modifikovano iz: Stroncek i
Reichert, 2008)

1.2.1. Hemostaza (prvi sati nakon povrede)

Povreda narusava krvno-mozdanu barijeru usled cega serum i Celije krvi dospevaju
na mesto povrede (Clark i saradnici, 1994). Krvarenje stvara ugrusak koji predstavlja
privremenu barijeru koja sprecava dodatno krvarenje i ogranicava sirenje patogena unetih
pri nastanku povrede u krvotok (Stroncek i Reichert, 2008). Aktivacija trombocita u okviru
ugruska dovodi do oslobadanja brojnih signalnih molekula. Celije koje uéestvuju u imunom
odgovoru i reparaciji bivaju hemotakticki privucene do "skladista" ovih molekula koji su

nagomilani unutar ugruska sto dovodi do inflamacije, sledeée faze u procesu oporavka.

1.2.2. Inflamacija (sati — dani)

Sredinu u kojoj inflamacija pocinje ¢ine povredeno tkivo, komponenate ugruska
(trombociti, eritrociti 1 fibrin), proteini seruma, ali 1 strane materije koje su unesene u tkivo
u trenutku povrede (Fine i Mustoe, 20006). Inflamacija je pokrenuta oslobadanjem signalnih
molekula na mestu povrede tokom hemostaze (Martin, 1997). Hemoatraktanti koje
oslobadaju trombociti pojacavaju vazodilataciju 1 permeabilnost krvnih sudova, dovodeci

do povecanog regrutovanja leukocita. Pocetni proces inflamacije je uobicajen za sve tipove



tkiva, jer bilo koja fizicka trauma dovodi do formiranja trombocitnog cepa i pokretanja
imunskih ¢elija ka mestu povrede. Medutim, u mozdanom tkivu ova faza nakon povrede je
pracena jo$ jednim procesom, a to je aktivacija mikroglije. Pretpostavlja se da mikroglijske
celije igraju glavnu ulogu u pocetnom inflamatornom odgovoru, s obzirom na to da krvno-
mozdana barijera u velikoj meri onemogucéava makrofagima da dospeju do mesta povrede
u toku ove rane faze (George i Griffin, 1994). Medutim, makrofagi i limfociti iz drugih
tkiva mogu dospeti u tkivo mozga u kasnijim fazama inflamacije i dodatno pojacati

odgovor organizma na povredu luceci ¢itav niz citokina.

1.2.2.1. Odgovor mikroglijskih ¢elija na traumatsku povredu mozga

Mikroglijske celije, jedine stalne fagocitarne celije u CNS-u, se u intaktnom tkivu
nalaze u miruju¢em (‘tzv. ramifikovanom') stanju. Ovo predstavlja neaktivnho stanje
mikroglijskih celija, koje se karakteriSe malim celijskim telom 1 izuzetnom razgranatoséu
nastavaka. U svom neaktivhom stanju, mikroglijske Celije predstavljaju veoma dinamican i
efikasan ’sistem nadzora’ mozga. Bilo koja patologija CNS-a, u $ta spada i povreda, dovodi
do aktivacije mikroglijskih ¢elija (Raivich, 2005; Hailer, 2008). Prilikom aktivacije,
mikroglijske celije povlace svoje nastavke i iz mirujuceg prelaze u aktivirano stanje koje se
karakteriSe izrazitim morfoloskim promenama ovih ¢elija (Berry i saradnici, 1999; Fawcet,
20006). Naime, u poslednjim stupnjevima aktivacije mikroglijske éelije u potpunosti povlace
svoje nastavke, Celijska tela se uvecavaju, a Citava celija poprima ameboidni ili okruglasti

oblik (Slika 2.).

Mirujuéa mikroglija ] [“Pobudena" mikroglija I [ Aktivirana mikroglija

Slika 2. Shematski prikaz promena mikroglijskih ¢elija prilikom aktivacije.

Iako je aktivacija mikroglije sastavni deo odgovora CNS-a na povredu i dalje nije u

potpunosti razjasnjeno da li aktivirana mikroglija potpomaze prezivljavanje ili dodatno



povecava obim ostecenja tkiva CNS-a nakon povrede. I dok neki rezultati ukazuju na
pozitivhu ulogu mikroglijskih celija u neuroplasticnim promenama nakon ishemije
(Nakajima i saradnici, 2001, Madinier i saradnici, 2009), veliki broj studija je pokazao da
mikroglija ima neurotoksicna svojstva (Brown, 2007; Brown i Neher, 2010). Kao dokaz za
ove tvrdnje posluzile su i studije koje se bave ispitivanjem uticaja imunosupresivne terapije
na procese nakon povrede CNS-a (Hailer, 2008; d’Avila i saradnici, 2012). Ove studije su
pokazale da imunosupresanti dovode do inhibicije aktivacije mikroglije, ali i do
neuroprotekcije nakon traumatske ili ishemijske povrede CNS-a.

Neuroni koji su osteceni ili se nalaze u procesu celijske smrti izazivaju aktivaciju
mikroglije (Block 1 saradnici, 2007). Ovaj podatak ukazuje na to da su mikroglijske celije
senzori patologije 1 smrti nervnih Celija (Kreutzberg, 1996). Aktivirana mikroglija fagocitira
proteine ostecenith neurona, ispoljava ove neuronalne epitope na svojoj povrsini i
produkuje proinflamatorne citokine i toksicne molekule (Giulian i saradnici, 1994 a, b).
Pretpostavlja se da upravo ti agensi dodatno pogorsavaju stanje tkiva, jer dovode do
prekomerne sinapticke aktivnosti, sto vodi daljem Sirenju sekundarne povrede 1 smrti
neurona u okolnom tkivu (Bruce-Keller, 1999; Block i saradnici, 2007). Imajuéi u vidu da
mikroglija brzo reaguje na ostecenje neurona i ima jak uticaj kako na neurone, tako i na
astrocite 1 oligodendrocite (Bruce-Keller, 1999; Nicholas i saradnici, 2002), mikroglijske
¢elije potencijalno mogu igrati klju¢nu ulogu u orkestriranju citave kaskade dogadaja koiji se

nalaze u osnovi sinapticke plasticnosti 1 ostecenja nakon povrede.

1.2.2.2. Uloga TNF-« u procesima inflamacije nakon TBI

Smatra se da su proinflamatorni citokini najve¢im delom odgovorni za Sirenje
sekundarne povrede. Faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF) je citokin
sa plejotropnim efektima, a sintetise se u uslovima infekcije, povrede ili ishemije. Mikroglija
(Sawada 1 saradnici, 1989), astrociti (Sawada i1 saradnici, 1989) i1 ependimske celije
horoidnog pleksusa (Tarlow i saradnici, 1993) su glavni izvor ovog citokina u CNS-u.
TNF-o nastaje od prekursora, transmembranskog TNF-oo (mTNF), koji se ispoljava na
povrsini celije kao protein od 26 kDa (Bazzoni 1 Beutler, 1996). Nakon obrade od strane
metaloproteinaza, kao $to je TACE (engl. TNF-a-converting enzyme), oslobada se solubilna
forma TNF-a (sTNF) od 17 kDa. Solubilni i transmembranski TNF koegzistiraju kao
mono, di ili trimerni proteini, a bioloski su aktivni samo trimerni agregati proteina (Black 1

saradnici, 1997). TNF-o ostvaruje svoje bioloske uloge interakcijom sa TNF receptorom 1



ili TNF receptorom 2 (TNFR1 1 TNFR2). U cirkulaciji se ova solubilna forma TNF-«
nalazi u obliku homotrimera od 51 kDa.

U intaktnom CNS-u neuroni su jedini ¢elijski tip koji produkuje TNF-a protein i to
u veoma malim koli¢cinama (Breder i saradnici, 1993), dok se ovaj protein ne detektuje u
mirujuéoj mikrogliji i neaktivnim astrocitima (Mizuno i saradnici, 2003). Medutim, nakon
povrede najpre dolazi do jake indukcije TNF-a proteina u neuronima (1-4 sata nakon
povrede) (Minami et al., 1991; Taupin et al., 1993; Bruce et al., 1990), sto predstavlja okida¢
za aktivaciju 1 proliferaciju okolnih mikroglijskih celija. Ove celije zatim nastavljaju da
eksprimiraju TNF-« kao deo odrzavanja i pojacavanja inflamatorne kaskade (2-5 dana
nakon povrede) (Bruce-Keller A, 1999; McCoy and Tansey, 2008). Mikroglijski TNF-o
moze pokrenuti i aktivaciju astrocita delujuci preko njihovih receptora za citokine, posebno
preko TNF-a receptora (Zhang i saradnici, 2010). Aktivirani astrociti zatim pocinju da
eksprimiraju TNF-a 1 uz mikrogliju predstavljaju glavni izvor ovog citokina (Munoz-
Fernandez i Fresno, 1998; Neuman 1 saradnici, 2002) Takode, treba naglasiti da TNF-a u
mikroglijskim 1 astroglijskim celijama indukuje kako sopstvenu sintezu, tako i sintezu
drugih citokina. Na taj nacin ove glijske éelije postaju glavni izvor velikih kolic¢ina citokina
nakon povrede, §to ih ¢ini glavnim propagatorima inflamacije i sekundarne povrede.

Interesantno je da TNF-o na celijama razlicitih tipova u CNS-u izaziva razlicite
efekte u pogledu proliferacije i/ili prezivljavanja. Iako je pokazano da ovaj citokin aktivira i
indukcije proliferaciju astrocita (Selmaj 1 saradnici, 1990), njegov efekat na neurone 1
oligodendrocite drasticno se razlikuje. Naime, visoke koncentracije TNF-a proteina su se
pokazale kao toksi¢ne kako za neurone u kulturi (Araujo i saradnici, 1992) tako i za
oligodendrocite (Selmaj 1 Raine, 1988). Kao direktna posledica inflamatornog odgovora u
mozgu javlja se oStecenje neurona. Naime, pokazano je da se odsustvo neurofilamenata
oko same lezije javlja ve¢ par dana nakon injiciranja proinflamatornog agensa (Fitch 1
saradnici, 1999). Smatra se da se upravo prekomerna produkcija TNF-o proteina nalazi u

osnovi patoloskih promena nakon povrede CNS-a.

1.2.2.3. Sekundarna celijska smrt nakon TBI

Celije koje su ostecene mehanicki u toku same primarne povrede, najcesé¢e odumiru
u satima nakon povrede. Na ovaj nacéin propadne izvestan broj celija, ali se smatra da usled
pokretanja i Sirenja procesa inflamacije naknadno odumire daleko veci broj celija nego

usled primarne povrede. Ova pojava je opisana kao sekundarna celijska smrt. Naime,



pokazano je da interakcija TNF-a proteina sa TNFR1 moze dovesti do pokretanja
programirane Celijske smrti, odnosno apoptoze (Baud i Karin, 2001; Pickering i saradnici,
2005). Medu brojnim poznatim regulatorima i efektorima apoptoze, familija
citoplazmatskih proteaza — kaspaza, moze igrati veoma bitnu ulogu u fazama otpocinjanja 1
izvrsenja programirane celijske smrti (Villa i saradnici, 1997). Do sada je opisano 14
kaspaza (Stroh 1 Schulze-Osthoff, 1998; Porter 1 Janicke, 1999), ali je utvrdeno da je
kaspaza-3, ¢lan Ced-3 podfamilije, egzekutorska kaspaza u procesu apoptoze neurona
(Kuida 1 saradnici, 1996; Armstrong i saradnici, 1997; Keane i saradnici, 1997). Kaspaze se
sintetiSu kao neaktivni prekursorski molekuli, koji se nakon sinteze nalaze u citoplazmi, a
aktiviraju se proteolitickim isecanjem (Walker i saradnici, 1994). Zbog svoje uloge u
procesima programirane Celijske smrti, kaspaza-3 je kljucna za normalno razvice mozga.
Naime, pokazano je da nokaut miSevi za kaspazu-3 imaju upecatljiv fenotip koji se
karakteriSe defektima lobanje usled pojave ektopi¢nih masa tkiva mozga, nastalih usled
izostanka procesa programirane Celijske smrti (Porter i Janicke, 1999). U svim do sada
posmatranim Celijskim tipovima, ekspresija isecene (aktivne) forme kaspaze-3 bila je
pracena tipi¢nim obelezjima apoptoze, kao $to su kondenzacija hromatina i fragmentacija
DNK' (Porter i Janicke, 1999). Treba napomenuti da je aktivna kaspaza-3 direktno

ukljucena u smrt neurona nakon traumatske povrede mozga (Beer i saradnici, 2000).

1.2.3. Oporavak (dani — nedelje)

Tokom inflamacije otpornost povredenog tkiva je minimalna, s obzirom na to da
tkivo ne moze povratiti svoju funkcionalnost sve dok iz faze inflamacije ne prede u fazu
oporavka. Ovaj prelazak desava se otprilike nedelju dana nakon povrede, a omogucavaju ga
makrofagi koji u tom periodu pocinju da luce antiinflamatorne molekule. Fazu oporavka
karakteriSu procesi kao $to su umerena regeneracija i izrastanje aksona povredenih neurona
1 uspostavljanje novih sinapsi. Pored toga, dolazi 1 do izrazenih promena astroglijskih celija
koje u ovoj fazi igraju veoma znacajnu ulogu 1 od kojih u velikoj meri zavisi ishod oporavka

nakon TBI.

1.2.3.1. Uloga astrocita u procesima oporavka nakon povrede

Astrociti predstavljaju najbrojniji tip glijskih celija u CNS-u. Otkriveno je da ove
¢elije imaju brojne uloge u mozgu kao $to su: sinteza i1 lucenje faktora rasta, pruzanje

mehanicke podrske neuronima CNS-a, zadtita od ekscitotoksicnosti preuzimanjem viska



glutamata iz sinapse, sinteza 1 lucenje trofickih faktora, stvaranje i odrzavanje krvno-
mozdane barijere i mnoge druge. Pored toga astrociti imaju ulogu puferskog sistema mozga
koji pomaze u kontroli hemijskog sastava vancelijske sredine (Polikov i saradnici, 2005).
Takode je pokazano da nastavci astrocita ostvaruju kontakt sa neuronima u nivou sinapse i
direktno ucestvuju u sekreciji 1 apsorpciji neurotransmitera. Uzimajuéi u obzir sve
navedene cinjenice predlozen je koncept ,,trokomponentne sinapse®, koji se odnosi na
tesnu vezu koja se u sinapsi uspostavlja izmedu presinapticke, postsinapticke i glijske

komponente (Araque i saradnici, 1999).

Postoje dva osnovna tipa astrocita u CNS-u: fibrozni i protoplazmati¢ni. Fibrozni
astrociti su zastupljeni u beloj masi mozga 1 karakterisu ih tanki nastavci, dugacki i bez
grananja. Za razliku od njih, protoplazmati¢ni astrociti su zastupljeni u sivoj masi mozga i
karakteriSu ih kraci i razgranati nastavci. Tokom faze inflamacije, nakon povrede mozga,
astrociti se aktiviraju i ovo stanje karakteriSe povecana proliferacija, kao i hipertrofija
njthovih celijskih tela i nastavaka. Najpre, dolazi do aktivacije astrocita koji se nalaze uz
samu povredu i u tkivu koje okruzuje povredeni region. U prvim danima nakon povrede
aktivirani astrociti migriraju ka oste¢enom tkivu. Kada astrociti dospeju na mesto povrede,
njthovi nastavci okruzuju leziju i ¢vrsto se preplicu Cineéi tako barijeru, odnosno glijski
oziljak (Slika 3). Ovaj proces je ozncen kao reaktivna glioza i karakteriSu ga slojevi
aktiviranih astrocita koji formiraju jasnu granicu oko povredenog tkiva (Stroncek i

Reichert, 2008).
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Silver, 2009)

Ukupan obim aktivacije astrocita u izvesnoj meri prati stepen narusavanja krvno-
mozdane barijere i oStecenja tkiva (Silver i Miller, 2004). Aktivirane astrocite odlikuje 1
pojacana ekspresija glijskog fibrilarnog kiselog proteina (engl Glial Fibrilary Acidic Protein
— GFAP). Nivo GFAP-a je povisen ve¢ u prvom satu nakon povrede, a nivo ekspresije
ovog proteina je veoma osetljiv marker stepena aktivacije astroglijskih celija (Mucke i
saradnici, 1991). Medutim, povisen nivo GFAP-a per se nije iskljucivi pokazatelj aktivacije
astrocita, s obzirom na to da mikroglijske celije mogu fagocitirati fragmente GFAP
proteina koji poticu iz nekroti¢nih astrocita i tako eksprimirati ovaj protein (Norenberg M,
2005). Upravo zbog toga, morfolosko stanje astrocita predstavlja najbolji pokazatelj
astroglioze.

Iako astrociti tokom razvica potpomazu rast aksona, produzena aktivacija astrocita
postaje Stetna za izrastanje aksona (Zhang i saradnici, 2010). Prilikom razmatranja uloge

astrocita u procesima oporavka nakon povrede treba imati u vidu brojne funkcije koje oni



obavljaju u netaknutom mozgu, od kojih su neke: preuzimanje viska glutamata iz sinapse,
uklanjanje slobodnih radikala, transport vode. Shodno tome, ostecenje ili potpuni gubitak
ovih funkcija nakon povrede moze kriticno wuticati na prezivljavanje neurona
(Chen i Swanson, 2003). Osim gubitka funkcija koje imaju u netaknutom mozgu, astrociti
nakon povrede dobijaju i niz novih funkcija koje su povezane sa aktivacijom ovih celija.
Osim proliferacije i morfoloskih promena, reaktivni astrociti migriraju do mesta povrede,
formiraju glijski oziljak i aktivho luce proinflamatorne citokine i inhibitorne molekule u
vancelijski prostor.

Smatra se da glijski oziljak moze da ocuva funkciju neurona nakon povrede tako
§to obnavlja naruSenu krvno-mozdanu barijeru, ¢ime dovodi do ogranicavanja
inflamatornog odgovora imunskih ¢elija CNS-a, odnosno, mikroglije (Silver i Miller, 2004;
Norenberg M, 2005). Takode, glijski oziljak je povezan i sa procesima uklanjanja glutamata,
kao 1 produkcijom antiinflamatornih citokina (Zurn i Bandtlow, 2000). Pored toga,
pokazano je da uklanjanje astrocita ima za posledicu vece Sirenje povrede i veci stepen
neurodegeneracije oko mesta lezije usled nesmetanog Sirenja éelija imunskog sistema kroz
okolno tkivo (Faulkner i saradnici, 2005). Medutim, pored pozitivnih, glijski oziljak ima i
izrazito negativne strane. Naime, reaktivni astrociti koji formiraju glijski oziljak sintetisu i
izlucuju u wvancelijski prostor inhibitorne molekule, $to onemogucéava regeneraciju
oste¢enih aksona. Glijski oziljak se karakteriSe prisustvom velike kolicine hondroitin-
sulfatnih proteoglikana (engl. chondroitin sulfate proteoglycans; CSPG) koji su sacinjeni od
sredi$njeg proteina za koji je zakacen razlicit broj ponovljenih disaharidnih hondroitin-
sulfatnih lanaca (Fawcet JW, 2006). CSPG predstavljaju vaznu komponentu vancelijskog
matriksa. Ovu grupu molekula ¢ini veliki broj razlicitth proteoglikana (neurokan, brevikan,
fosfakan, agrekan itd.) koje luce razliciti tipovi ¢elija u mozgu. Smatra se da CSPG imaju
vazne uloge u morfogenezi i odrzavanju strukturnog integriteta, jer stupaju u interakciju sa
adhezionim molekulima i faktorima rasta (Matsui i Oohira, 2004). Ekspresija CSPG
zapocinje veoma rano u embrionalnom razvicu, dostize maksimum oko rodenja i kasnije
opada. Ovakav profil ekspresije poklapa se sa neurogenezom, gliogenezom 1
sinaptogenezom i ukazuje na uloge CSPG u ovim procesima. Takode, pokazano je da ovi
molekuli imaju dvostruku ulogu kada je u pitanju rast aksona i sinaptogeneza u ranom
razvi¢u, odnosno, CSPG mogu podsticati ili inhibirati pomenute procese (Bovolenta 1
Fernaud-Espinosa, 2000). Dvojaka funkcija CSPG najverovatnije je uslovljena razlicitim

faktorima sa kojima ovi molekuli stupaju u interakcije, ukljucujuci faktore rasta, molekule
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vancelijskog matriksa, molekule celijske adhezije 1 komponente citoskeleta (Bovolenta i
Fernaud-Espinosa, 2000). Osim u razvicu, CSPG imaju ulogu 1 u patogenezi bolesti
nervnog sistema i nakon povrede (Matsui i Oohira, 2004). Naime, pokazano je da nakon
traumatske povrede mozga dolazi do naglog porasta ekspresije ovih molekula (Slika 3)
(Schwartz i Domowitz, 2004). Neurokan je jedan od glavnih CSPG vancelijskog matriksa
CNS-a. U fizioloskim uslovima neurokan sintetiSu i oslobadaju najve¢im delom neuroni,
dok ga nakon povrede pojacano oslobadaju astrociti i prekursori oligodendrocita (Matsui 1
Oohira, 2004). U glijskom oziljku, reaktivni astrociti i prekursori oligodendrocita sintetisu
neurokan kao odgovor na citokine i faktore rasta poreklom iz mikroglije (Asher 1 saradnici,
2000). Ovo povecanje ekspresije neurokana je zajednicko za sve tipove CNS povreda.
Pokazano je da reaktivni astrociti sintetiSu neurokan i 30 dana nakon povrede (McKeon i
saradnici, 1999). Ekspresija CSPG je najvisa u samom centru lezije 1 smanjuje se sa
udaljavanjem od centra lezije (Davies 1 saradnici, 1999). Vec¢ u prvih 24 sata nakon povrede
reaktivni astrociti luce CSPG, a povisen nivo ovih molekula moze se uociti i mesecima
posle povrede (McKeon i saradnici, 1999; Davies i saradnici, 1999; Silver 1 Miller, 2004).

Glavna uloga CSPG nakon povrede je inhibicija regeneracije aksona (Galtrey i
Fawecet, 2007). Bez obzira da li se radi o molekulima asociranim sa glijskim oziljkom ili sa
mijelinom, inhibicija ponovnog izrastanja aksona se desava na isti nacin - preko Rho
GTPaznog signalnog puta. Kada se inhibitorni ligandi veZzu za receptore konusa rasta,
dolazi do aktivacije Rho familije GTPaza i pokretanja unutarcelijskog signalnog puta koji,
blokiranjem povezivanja mikrotubula, dovodi do kolapsa konusa rasta aksona (Sandvig i
saradnici, 2004).

Celije koje formiraju glijski oziljak, spre¢avaju izrastanje neurona stvaranjem
nepermisivnog miljea (Slika 3). Pretpostavlja se da glijski oziljak, osim $to $titi tkivo CNS-a
od daljeg sirenja povrede, ima ulogu i u sprecavanju neurona da formiraju neodgovarajuce
veze nakon povrede (Davies i saradnici, 1996; Davies i saradnici, 1999). Medutim, kako ne
postoji mogucnost selektivhog blokiranja samo neodgovarajucih veza, krajnji rezultat je
blokiranje izrastanja svih aksona, kao 1 onemogucavanje nastanka bilo kojih veza. Sve to za
posledicu ima veca ili manja, ali u svakom slucaju nepovratna osteéenja povredenog
regiona, jer bez prezivljavanja neurona, njihove regeneracije 1 fromiranja novih veza,
povredeni deo CNS-a zauvek gubi funkcionalnost (Stroncek 1 Reichert, 2008).

Poznato je da i Svanove éelije kao i astrociti u CNS-u proliferisu i prelaze u aktivno

stanje nakon povrede (Stroncek i Reichert, 2008). Glavna razlika izmedu PNS-a i CNS-a je
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ta da iako Svanove éelije trpe morfologke i hemijske promene, te promene ¢ine da one
aktivno pomazu regeneraciji aksona, dok aktivirani astrociti sintetiSu i luce inhibitorne
molekule koji sprecavaju regeneraciju aksona. Smatra se da upravo ova razlika u ponasanju
glijskih celija PNS-a i CNS-a ¢ini da PNS predstavlja permisivnu, a CNS nepermisivnu
sredinu za izrastanje aksona. Naime, pokazano je da su aksoni neurona CNS-a sposobni za
potpunu regeneraciju kroz graftove tkiva PNS-a, ukoliko se oni implantiraju van CNS-a
(David i Aguayo, 1981).

Mehanizmi koji dovode do aktivacije astrocita nisu u potpunosti razjasnjeni, ali se
dugo smatralo da osteceni neuroni indukuju astrogliozu, a sama astroglioza je koris¢ena
kao indeks oste¢enja neurona (Zhang i saradnici, 2010). Medutim, veliki broj studija
ukazuje na to da citokini i drugi solubilni produkti koje oslobadaju aktivirane mikroglijske
celije, mogu u znacajnoj meri uticati na aktivaciju astrocita kao i na formiranje glijskog
oziljka nakon povrede CNS-a (Zhang 1 saradnici, 2010). Hipoteza da mikroglija pokrece i
odrzava astrogliozu ukazuje na to da bi smanjenje prekomerne aktivacije mikroglije moglo
efikasno da umanji reaktivnu astrogliozu. Razvoj ciljane terapije koja bi sprecila aktivaciju
mikroglije mogla bi usporiti ili u potpunosti zaustaviti proces astroglioze i na taj nacin
pomoci u postizanju povoljnijeg okruzenja za povredene neurone u razlicitim patologijama

CNS-a.

1.2.3.2. Procesi oporavka CNS-a nakon povrede

Povreda mozga dovodi do ostecenja aksona 1 Celijskih tela neurona, $to
onemogucava signalnu transdukciju na sinapsama (Emery i saradnici, 2003). Upravo zbog
toga, plasticnost mozga, kao i mehanizmi koji kontrolisu plasticnost, igraju centralnu ulogu
u procesu oporavka nakon povrede 1 presudni su za uspesnost ovog procesa. Za razliku od
PNS gde se povredeni aksoni mogu u potpunosti regenerisati pod povoljnim uslovima,
regenerativna sposobnost aksona u adultnom CNS-u je veoma ogranicena. Regeneracija
neurona nakon povrede se u adultnom CNS-u najcesce svodi na reorganizaciju citoskeleta 1
izduzivanje aksona. Protein koji ima vaznu ulogu u ovim procesima je GAP-43 (engl.
growth-associated protein-43; GAP-43), kiseli protein lokalizovan na citoplazmatskoj strani
¢elijske membrane nervnih zavrietaka. Tacna uloga GAP-43 u procesima plasticnosti nije u
potpunosti razjasnjena. lako se na osnovu studija sa prekomernom ekspresijom GAP-43
proteina pretpostavilo da moze imati direktnu ulogu u inicijaciji rasta aksona (Aigner 1

saradnici, 1995), na GAP-43 -/- misevima je pokazano da i u odsustvu ovog proteina
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dolazi do izrastanja aksona (Strittmatter i saradnici, 1995; Maier i saradnici, 1999). Danas se

b

ovaj protein smatra vaznim za “prevodenje” signala u aksonima, tj. kao spona izmedu
aktina i razli¢itth membranskih kompleksa. Sve je verovatnije da se GAP-43 nalazi na
mestu ukrstanja signalnih puteva koji mogu dovesti do rasta aksona, ili pak, do indukcije
apoptoze 1 smrti neurona, posredujuéi tako direktno u odgovoru neurona na povoljne i
nepovoljne uslove sredine. Odavno je poznato da prilikom poveéane ekspresije GAP-43
proteina u prisustvu ciljnih neurona, i, verovatno trofickih faktora koje oni luce, dolazi do
izrastanja aksona i uspostavljanja novih sinapsi, dok u slucaju njthovog odsustva dolazi do
intenzivnog propadanja neurona (Wehrtle i saradnici, 2001). Upravo zbog toga GAP-43 se
naziva ’proteinom plasticnosti’. Ovaj protein je u visokim koncentracijama zastupljen u
konusima rasta neurona tokom razviéa, tokom regeneracije aksona i nakon procesa ucenja.
Bilo koji proces koji podrazumeva remodelovanje membrane aksona, kao Sto je rast
neurita, gotovo uvek je povezan sa povecanom ekspresijom GAP-43 proteina (Hulsebosch
1 saradnici, 1998). Iako je sama ekspresija GAP-43 proteina dovoljna za pokretanje rasta
aksona, smatra se da ona nije dovoljan uslov da bi doslo 1 do potpune funkcionalne
regeneracije osteCenih aksona. Buduéi da funkcije mozga direktno zavise od broja i
funkcionalnosti sinapsi, u osnovi ostecenja koja nastaju kao posledica povrede CNS-a
najcescée se nalazi upravo sinapticka disfunkcija. Kao odgovor na povredu CNS-a, preziveli
neuroni reorganizuju svoje veze 1 formiraju nove sinapse kako bi nadomestili sinapse
izgubljene prilikom povrede (Becher i saradnici, 1999). Upravo zato, smatra se da je za
potpuni regenerativni program neophodna i ekspresija proteina neophodnih za normalno
funkcionisanje sinapse (Strata i saradnici, 1999).

Sinaptofizin (SPH) je glavni integralni protein membrana malih sinaptickih
vezikula nervnih i neuroendokrinih éelija (Sudhof 1 saradnici, 1987). Sinaptofizin je prvi
identifikovani protein nervnih zavrsetaka (Jahn i saradnici, 1985; Wiedenmann i Franke,
1985) i visoko je zastupljen u presinaptickim zavrSecima neurona u vecini, ako ne i u svim
regionima u mozgu (Jahn i saradnici, 1985). S obzirom na to da je iskljucivo lokalizovan u
sinaptickim vezikulama, ovaj protein se koristi kao marker presinapticke oblasti. Tokom
razvi¢a nervnog sistema sinaptofizin se javlja u vreme intenzivne sinaptogeneze (Grunnet,
1995), a relativan sadrzaj sinaptofizina u periodu od rodenja do adultnog doba kod misa,
poveca se 1 do 80 puta (Knaus i saradnici, 1986). Medutim, uoceno je da se odsustvo ovog
proteina ne odrazava znacajno na funkcionisanje nervnog sistema (Eshkind i Leube, 1995;

McMahon i saradnici, 1996). Tacna funkcija sinaptofizina jo§ uvek nije u potpunosti
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razjasnjena. Izgleda da je sinaptofizin pre svega strukturni protein, bitan za specificnost
membrana sinaptickih vezikula zahvaljujuci kojoj je spreceno njihovo mesanje sa éelijskom
membranom u toku procesa egzocitoze (Proper i saradnici, 2000). Takode, smatra se da
SPH ima ulogu u aktivho-zavisnom kompetitivhom formiranju sinapsi (Tarsa i Goda,
2002). Sinaptofizin je u brojnim studijama koris¢en kao marker promena u sinaptickoj
gustini. Kvantitativha analiza ovih promena bazira se na pretpostavcei da je koli¢ina
sinaptofizina unutar zavrSetka konstantna usled recikliranja vezikula (Walaas 1 saradnici,
1988) i da ¢e se, zbog njegove visoke zastupljenosti u presinaptickom regionu, promene u
broju sinapsi prevashodno odraziti na koli¢inu sinaptofizina. U skladu sa tim, pokazano je
da sinaptofizina ima manje u kori mozga starih pacova (Saito i saradnici, 1994), kao i da
LTP prati povecanje kolicine sinaptofizina (Mullany 1 Lynch, 1997). Studija Nakamure i
saradnika (1999) ukazala je, medutim, da povecanje koli¢ine sinaptofizina, uoceno kod
starth pacova nakon boravka u obogacenoj sredini, ne mora predstavljati samo povecanje

broja prisutnih sinapsi, ve¢ 1 povecéanje broja vezikula po presinaptickom zavrsetku.

1.2.4. Remodelovanje (nedelje — meseci)

U ovom periodu mikroglija i makrofagi su u potpunosti uklonili fibrinski ugrusak,
kao 1 nekroti¢ne neurone i glijske ¢elije unutar lezije (Clark i saradnici, 1993). Kada se ovaj
proces '¢is¢enja’ lezije zavrsi, mikroglija i makrofagi podlezu apoptozi, ostavljajuci u centru
lezije, tamo gde se prvobitno dogodila povreda, cistu ispunjenu cerebrospinalnom tecnoséu
(Clark 1 saradnici, 1993). Cista je ogranicena tankim, kompaktnim slojem reaktivnih
astrocita.

U CNS-u, gde su oporavak i regeneracija povredenih neurona veoma ograniceni,
ponovno uspostavljanje strukturnog integriteta regiona je relativno slabo. Umesto toga,
tokom faze remodelovanja CNS-a, dolazi do nagomilavanja astrocita oko same lezije, pa
glijski oziljak postaje kompaktniji i deblji (Turner 1 saradnici, 1999). Prevashodna svrha
formiranja ovakvog oziljka jeste zastita CNS-a od jakog imunog odgovora organizma. lako
ovaj oziljak u vecoj ili manjoj meri izoluje povredeni region od spoljnih uticaja, zbog
postojanja inhibitornih molekula unutar oziljka aksoni neurona koji se nalaze van glijskog
oziljka ne mogu izrastati kroz samu povredu, $to dovodi do nepovratnog gubitka funkcije

ostecenog regiona (Stroncek i1 Reichert, 2008).
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1.3. Dijetalna restrikcija

Dijetalna restrikcija (DR) je rezim ishrane uz smanjeni unos hrane, bez
pothranjenosti. Termin ,,dijetalna restrikcija® podrazumeva cinjenicu da su sve
komponente hrane redukovane, a ne samo broj kalorija (Masoro, 2009). Postoje dva
osnovna obrasca restriktivnog rezima ishrane koji se Siroko primenjuju zbog svoje
sposobnosti da produze zivotni vek miseva i pacova. Intermitentna dijeta (engl. intermittent
fasting, IF) podrazumeva smenjivanje perioda gladovanja i perioda ad /ibitum (AL) ishrane
koji traju svaki po 24 sata (Marinkovi¢ i saradnici, 2007). U drugom obrascu zivotinje
dobijaju hranu svakoga dana, ali je njihov dnevni unos manji za 20-50% od normalnog
dnevnog unosa hrane ad /ibitum Zivotinja. Pokazano je da je stepen pozitivnih efekata
dijetalne restrikcije proporcionalan procentu redukcije hrane. Redukcija od 50% normalnog
dnevnog unosa hrane pokazuje najbolje efekte, dok veci stepen redukcije od pomenutog
dovodi do pothranjenosti 1 ima negativne efekte na citav organizam (Matson, 2003).
Analizom razlicitih fizioloskih parametara, kod Zzivotinja drzanih na oba pomenuta rezima
ishrane, pokazano je da oni imaju veoma slicne efekte na organizam (Martin i saradnici,

2000). Takode, pokazano je da oba rezima ishrane imaju povoljan uticaj na mozak.

1.3.1. Efekti dijetalne restrikcije

Veé decenijama je poznato da smanjenje unosa hrane povoljno deluje na organizam
tako $to odlaze starosno-zavisne fizioloske promene i smanjuje incidencu razlicitih
obolenja kao sto su kancer, autoimunske bolesti, Parkinsonova i Alchajmerova bolest, itd.
(Mattson MP, 2005; Kouda i Iki, 2010). Takode, pokazano je da se zivotni vek razlicitih
organizama, ukljucujuci kvasce, crve, glodare i majmune, moze povecati za cak 50%
jednostavnom redukcijom unosa kalorija (Weindruch i Sohal, 1997; Lin i saradnici, 2000;
Sze 1 saradnici, 2000).

Neke od najranijih studija bavile su se uticajem restrikcije hrane na kontrolu
motorickih funkcija i procese ucenja i pamcenja tokom starenja. (Mattson i saradnici,
2003). Restrikcija hrane je uspela da umanji ili u potpunosti spreci deficite u motorickim
funkcijama i senzomotornoj koordinaciji, kao i da poboljsa rezultate na testovima ucenja 1
pamcenja (Ingram i saradnici, 1987; Idrobo i saradnici, 1987; Dubey i saradnici, 1996).
Takode, pokazano je da DR ima uticaj 1 na neurotransmiterske sisteme kod starth zivotinja
tako §to sprecava promene nivoa dopamina i serotonina u kori prednjeg mozga pacova

(Yeung i Friedman, 1991), kao i nakupljanje dopamina u strijatumu starih pacova (Diao i
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saradnici, 1997). Ispitivan je i uticaj razlicitth rezima ishrane na funkcije sinapsi nakon
izlaganja oksidativhom i metabolickom stresu (Guo i saradnici, 2000). Tokom starenja DR
podstice ekspresiju proteina sinapticke plasticnosti i stabiliSe nivo ovih proteina (Ando i
saradnici, 2002; Mladenovi¢ Dordevi¢ i saradnici, 2010) 1 menja stosno-zavisne promene u
metabolizmu holesterola (Perovi¢ i saradnici, 2009) u korteksu i hipokampusu pacova.
Pored toga, DR moze da spreci neurodegeneraciju, ali i da poveca neurogenezu u mozgu
adultnih miseva 1 pacova (Lee i saradnici, 2000, 2002a,b). Dijetalna restrikcija se sve cesce
razmatra kao deo terapije kod pacijenata obolelih od neurodegenerativnih obolenja, jer je
pokazano da ima neuroprotektivho dejstvo kod pacijenata obolelih od Alchajmerove 1
Parkinsonove bolesti (Love, 2005). Takode, DR smanjuje $ansu pojave mozdanog udara
kod spontano hipertenzivnih pacova (Chiba i Ezaki, 2010) i ima sposobnost da suprimira
sistemsku inflamaciju nakon S$loga, $to za rezultat ima bolji funkcionalni oporavak

(Arumugam 1 saradnici, 2010).

1.3.2. Mehanizmi delovanja dijetalne restrikcije

Dijetalna restrikcija je do danas jedini eksperimentalni pristup za koiji je pokazano
da odlaze ili u potpunosti sprecava pojavu odredenog broja starosno-zavisnih promena i to
u razli¢itim model—organizmima, od kvasca do sisara (Masoro, 2000; Civitarese 1 saradnici,
2007; Guarente, 2008). Predlozen je veéi broj mehanizama kojima dijeta postize pozitivne
efekte, a najces¢e promene podrazumevaju: a) koordinisani porast ekspresije gena
ukljucenih u energetski metabolizam mitohondrija; b) pojacanu osetljivost insulinskog
signalnog puta; c) smanjenje oksidativnog stresa; d) redukciju nivoa hormona koji regulisu
termogenezu 1 Celijski metabolizam; ¢) redukciju nivoa anabolickih hormona; f) povisene
koncentracije adiponektina u cirkulaciji,; g) hormeza. Pretpostavlja se da na molekularnom
nivou DR ispoljava svoje dejstvo preko aktivacije sirtuina, porasta ekspresije i aktivnosti
transkripcionog aktivatora PGC-1lo 1 inhibicije mTOR signalnog puta (Speakman 1
Mitchell, 2011; Srivastava i Haigis, 2011). Ni za jedan od predlozenih mehanizama ne
postoje nesumnjivi dokazi, ali se pretpostavlja da delovanje dijetalne restrikcije ukljucuje
kombinaciju metabolickih, fizioloskih i celijskih adaptacija. Analiza razlicitth mehanizama,
pak ukazuje da su svi oni ukorenjeni u odgovoru na smanjeni unos energije 1 da kroz
’reprogramiranje metabolizma’ dovode do uspostavljanja potpuno novog metabolickog

stanja.
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Jedna od najcesée predlaganih hipoteza jeste da upravo smanjena dostupnost
energije deluje kao stresor koji podize odbrambeni nivo same celije 1 na taj nacin $titi
sistem od naknadnih jacih stresora, kao $to je povreda mozga (Heydari i saradnici, 1996;
Latchman, 1995; Masoro, 2007; Sharma i Kaur, 2005, 2008; Kouda i Iki, 2010). Smatra se
da upravo ovaj mehanizam lezi u osnovi boljeg oporavka nakon povrede CNS-a, koji je
uocen kod Zivotinja na dijetalnoj restrikciji. Ovaj vid profilaktickog tretmana oznacen je
kao prekondicioniranje, a odgovor organizma na ovu vrstu tretmana definisan je kao
hormeza. Hormeza (od grekog hormeésis - “pokrenuti, nagoniti, prisiliti”’) je definisana kao
povoljan bioloski odgovor organizma na izlaganje blagim stresorima.

Pokazano je da stres izazvan promenama u ishrani kao s§to su post, izgladnjivanje ili
hipoglikemija indukovana insulinom, dovodi do porasta nivoa ’hormona stresa’ —
glukokortikoidnog hormona u serumu. (Marinkovi¢ i saradnici, 2007; Patel i Finch, 2007).
Smatra se da DR upravo delujuéi kao blagi stresor, pokrec¢e mehanizme odbrane koji deluju
protektivno (Leakey i saradnici, 1998; Sharma i Kaur, 2005). Studije na zivotinjama su
pokazale da restrikcija hrane ispoljava antiinflamatorne i antineoplasticne efekte koji su u
skladu sa hroni¢nim pojacanim oslobadanjem kortikosterona (KORT) (Klebanov i
saradnici, 1995; Lal i saradnici, 1995; Frame i saradnici, 1998). Antiinflamatorni efekti
glukokortikoida se ostvaruju preko dva komplementarna mehanizma: indukcije smrti Celija
koje pokrecu inflamaciju i zaustavljanje apoptotskih signala, $to za posledicu ima zastitu
¢elija tkiva zahvacenog inflamacijom (Amsterdam i saradnici, 2002; Amsterdam i Sasson,

2002).
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Slika 4. Signalni putevi koji se pokrecu nakon vezivanja kortikosterona za glukokortikoidni receptor:
dvostruko dejstvo GR u éeliji.
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Svoje dejstvo glukokortikoidi ostvaruju preko glukokortikoidnog receptora (GR).
Kada se KORT veze za receptor, pokrece se jedan od dva puta (Slika 4). Naime, aktivirani
GR kompleks moze ili poveéati ekspresiju antiinflamatornih proteina u jedru
(transaktivacija) 1li sprecavati ekspresiju proinflamatornih proteina onemogucavajuci
transkripciju  proinflamatornih gena kroz direktnu protein-protein interakciju sa
proinflamatornim transkripcionim faktorima (#ransrepresija) (Limbourg 1 Liao, 2003). Jedan
od transkripcionih faktora sa kojim aktivirani GR receptor moze stupiti u interakciju 1 tako
modulisati Celijski odgovor jeste 1 jedarni faktor-»B (eng/ Nuclear factor-»B; NF-»B) koji
igra jednu od glavnih uloga u regulaciji procesa inflamacije 1 apoptoze. Smatra se da se
predlozeni mehanizam nalazi u osnovi povoljnih uticaja dijetalne restrikcije, kako na
procese oporavka nakon traumatske povrede mozga, tako i na sve ostale aspekte zastite
organizma od nepovoljnih uticaja sredine. Medutim, tacan mehanizam ili mehanizmi,

povoljnih uticaja dijetalne restrikcije jo§ uvek nisu u potpunosti rasvetljeni.

1.3.3. Efekti dijetalne restrikcije na procese oporavka nakon TBI

U poslednjih desetak godina intenzivno se istrazuje uticaj smanjenog unosa hrane
na procese oporavka nakon povrede. Dosadasnja istrazivanja na ovom polju su pokazala da
restrikcija hrane u trajanju od nekoliko meseci pre povrede CNS-a ima neuroprotektivno
dejstvo 1 podstice funkcionalni oporavak u nekoliko razlicitth modela povrede. Naime,
pokazano je da intermitentna dijeta kao pretretman u trajanju od 3 meseca povecava nivo
proteina toplotnog stresa 70 (engl. heat shock protein 70, Hsp70) i adhezionih molekula,
dok snizava nivo GFAP proteina u mozgu nakon ostecenja kainicnom kiselinom (Sharma i
Kaur, 2005, 2007). Takode, pokazano je da isti tip dijete smanjuje proliferaciju
mikroglijskih ¢elija nakon aplikacije kainicne kiseline (Lee 1 saradnici, 2003). Pokazano je da
intermitentna dijeta u trajanju od 2 do 4 meseca povecava opstu otpornost hipokampalnih i
strijatalnih neurona na degeneraciju izazvanu toksinima (Bruce-Keller i saradnici, 1999).
Takode, pokazano je da redukcija dnevnog unosa hrane za samo 30% u trajanju od 5
meseci pre povrede dovodi do povecanja nivoa trofickog proteina poreklom iz mozga (engl.
brain derived neurotrophic factor, BDNF), smanjuje veli¢inu povredenog regiona i dovodi
do boljeg funkcionalnog oporavka nakon traumatske povrede mozga (Rich i saradnici,
2010). Novija istrazivanja su pokazala da dijetalna restrikcija moze imati i klinicku primenu.
Naime, pokazano je da dijetalna restrikcija primenjena nakon povrede kicmene mozdine

ima neuroprotektivno dejstvo, povecava plasticnost povredenog regiona i poboljsava
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funkcionalni oporavak (Plunet i saradnici, 2008). Noviji podaci su pokazali da je cak i
relativno kratka preoperativna dijetalna restrikcija u trajanju od samo 4 dana, modifikovala

izvesne aspekte postoperativnog inflamatornog odgovora (van Ginhoven i saradnici, 2011).

Medutim, jos uvek nije dovoljno ispitano u kojoj meri dijetalna restrikcija moze
uticati na razlicite aspekte sekundarne povrede, kao i da li i u kojoj meri moze suprimirati
sekundarnu ¢elijsku smrt nakon traumatske povrede mozga. Odgovori na ova pitanja mogu
biti od sustinskog znacaja, posebno ukoliko se dijetalna restrikcija posmatra kao

potencijalni klinicki tretman.

19



2. Ciljevi rada



Dijetalna restrikcija se ve¢ decenijama nalazi u fokusu istrazivanja kao potencijalni
tretman za prevenciju bolesti, ali 1 za produzetak zivotnog veka kako zivotinja, tako i
coveka. Medutim, efekti dijetalne restrikcije na procese oporavka nakon traumatske
povrede mozga jos uvek nisu u potpunosti ispitani. Shodno tome, cilj ove teze je bio da se
detaljno ispita uticaj dijetalne restrikcije na procese sekundarne povrede, sekundarne
neurodegeneracije, kao 1 na procese plasticnosti povredenog regiona senzomotorne kore
prednjeg mozga pacova, tokom perioda oporavka od 2-28 dana nakon povrede. U skladu

sa tim definisani su slede¢i neposredni zadaci istrazivanja:

1. Ispitati uticaj DR na biohemijske parametre u serumu (koncentracija glukoze i

kortikosterona);
2. ispitati uticaj DR na procese inflamacije, pracenjem morfoloskih karakteristika
mikroglijskih ¢elija i sinteze TNF-a proteina kao glavnog proinflamatornog citokina ovih

celija ;

3. ispitati uticaj DR da utice na proces sekundarne neurodegeneracije u povredenoj kori

mozga pacova,

4. ispitati uticaj DR na procese neuronalne plasticnosti u povredenom tkivu kore mozga;

5.ispitati uticaj DR na morfoloska 1 hemijska svojstva astroglijskih celija nakon povrede;

0. ispitati da li DR deluje kao stresor 1 shodno tome, da li dovodi do promene nivoa

proteina direktno ukljucenih u odgovor na stres;

7. ispitati da li DR kao pretretman utice na pokretanje antiapoptotskih signala u

povredenom regionu kore mozga pacova.
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3. Materijal 1 metode



3.1. Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentu je koris¢éeno 80 muzjaka pacova soja Wistar (starosti 3 meseca) iz
vivarijuma Instituta za bioloska istaZivanja “Sinisa Stankovi¢”. Zivotinje su gajene u
standardnim uslovima (temperatura: 23%2°C; relativna vlaznosti vazduha: 60-70%;
svetlosni rezim 12 sat svetlost / 12 sati mrak; slobodan pristup vodi; n=3 Zivotinje po
kavezu). Svi eksperimenti su odobreni od strane Etickog komiteta Instituta za bioloska

istrazivanja u Beogradu (resenje broj: 26/00).

3.2. Restrikcija hrane

Za potrebe eksperimenta, izmeren je prosecni dnevni unos hrane pacova starth 3
meseca 1 utvrdeno je da on iznosi 24g standardne briketirane hrane dnevno po pacovu.
Zivotinje su podeliene u dve grupe, oznacene kao ad libitum zivotinje (AL, n=40) i Zivotinje
na dijetalnoj restrikciji (DR, n=40). Zivotinje iz AL grupe imale su neograni¢en pristup
hrani tokom trajanja ckspetimenta. Zivotinje iz DR grupe su dobijale 50% normalnog
dnevnog unosa hrane (12 g standardne briketirane hrane dnevno po pacovu); hrana je
davana u 12:00 h svakoga dana. Obe grupe zivotinja imale su neogranicen pristup vodi
tokom trajanja eksperimenta. Imaju¢i u vidu da se potreba za hranom povecava tokom
zivota zivotinja, dnevni unos hrane je meren jedan put mesecno u AL grupi zivotinja, kako
bi se obezbedilo da Zivotinje koje su na restriktivhom rezimu ishrane unose odgovaraju¢u
kolicinu hrane dnevno. Na kraju eksperimenta, prosecni dnevni unos hrane AL zivotinja
iznosio je 28 g hrane dnevno po pacovu. Shodno tome, dnevni unos hrane DR zivotinja
iznosio je 14 g hrane dnevno po pacovu. Telesna tezina zivotinja u obe grupe (AL i DR)
merena je svake druge nedelje. Pacovi iz DR grupe drzani su na restriktivnom rezimu
ishrane 3 meseca pre operacije, kao 1 tokom perioda oporavka nakon operacije (tj. 2, 7, 14

ili 28 dana).

3.3. Povreda kore prednjeg mozga

Operacija je izvriena na pacovima starosti 6 meseci. Zivotinje su anestezirane
Nembutalom (50 mg/kg, Serva) i postavljene u stereotaksicki ram. Zatim je zivotinjama
obrijan skalp i nacinjen rez duz sredisnjeg dela skalpa kako bi se izlozio predeo Bregme.
Ubodne lezije napravljene su pomocu stomatoloskog borera promera 1 mm, jednostrano u

senzomotornom regionu kore prednjeg mozga. Borer je uveden 2 mm ispod povrsine
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lobanje u region kore velikog mozga. Koordinate lezija bile su sledece: prva lezija: Imm
posteriorno od Bregme , 2mm lateralno od sredisnje linije; druga lezija: 2 mm posteriorno
od Bregme, 1 mm lateralno od sredisnje linije; treca lezija: 4 mm posteriorno od Bregme, 2
mm lateralno od sredi$nje linije (Ivkovi¢ i saradnici, 1994). Nakon operacije Zivotinje su 3
sata provele u izolaciji, dok se nisu u potpunosti oporavile od anestezije, a zatim su vracene

u svoje kaveze (n=3) kako bi se izbegao stres usled socijalne izolacije.

3.4. Eksperimentalna procedura

Fizioloske kontrole (oznacene kao: kontrola) za obe grupe Zivotinja (AL i DR)
zrtvovane su bez ikakvog operativnog tretmana. Ostale AL 1 DR Zivotinje podvrgnute su
operaciji, a zatim su formirane grupe u zavisnosti od trajanja perioda oporavka nakon
lezije. Zivotinje su zrtvovane u razlicitim vremenskim tackama (kontrola, 2, 7, 14. 1 28. dan

nakon lezije; n=8 zivotinja po grupi).

3.4.1. Izolacija tkiva

Ipsilateralna kora mozga u odnosu na mesto lezije je izolovana na hladnoj
povrsini, kako bi se ublazilo dejstvo proteolitickih enzima. Uzorci kore mozga su pulovani
(n=5 zivotinja za svaku vremensku tacku AL i DR grupe). Proteini i RNK su izolovani iz
istog homogenata. Uzorci tkiva su do trenutka izolacije cuvani na -80°C. Za histolosko
bojenje 1 imunohistohemijsku analizu izolovani su celi mozgovi (n=3 zivotinje po
vremenskoj tacki). Izolacija seruma izvriena je centrifugiranjem prikupljene krvi
eksperimentalih Zivotinja (15 minuta na 1500 rpm). Serum je dekantovan 1 do dalje analize
cuvan na -20°C. Izolacija nadbubrezZnih Zlezda vrsena je operativhim putem, otvaranjem

abdomena zivotinja i obostranom ekstrakcijom zlezda.
3.5. Biohemijske analize

3.5.1. Odredivanje koncentracije kortikosterona u serumu

Koncentracije kortikosterona u serumu su odredene pomoc¢u komercijalnog
ELISA kompleta po uputstvu proizvodaca (IDS LTD, UK) Kao standard koris¢en je
pacovski kortikosteron. Absorbance su merene na 560 nm, a vrednosti koncentracije su

izrazene u ng/ml.
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3.5.2. Odredivanje koncentracije glukoze u serumu

Koncentracije glukoze u serumu su odredene pomoc¢u Randox Lab GOD/PAP
(4-aminofenazon, oksidaza glukoze, peroksidaza) kompleta, uz koriS¢enje pacovske
glukoze kao standarda (INEP, Beograd, Srbija). Absorbance su merene na 500nm a
vrednosti koncentracije su izrazene u mmol/L. Referentne vrednosti glukoze u serumu

ili plazmi pacova su 4.2—-6.4 mmol/L (Uysal i saradnici, 2005).

3.6. Odredivanje teZine nadbubreZne Zlezde

Nadbubrezne zlezde su merene odmah po izolaciji. Izracunata je vrednost
relativne tezine + standardna greSka nadbubreznih zlezda za obe grupe zivotinja (AL i
DR). Dobijene srednje tezine nadbubreznih zlezda izrazene kao procentualno ucesce

teZine ove Zlezde u ukupnoj tezZini tela Zivotinje.

3.7. Izolacija RNK i reverzna transkripcija (RT)

Ukupna RNK je izolovana iz 100 mg tkiva ipsilateralne kore prednjeg mozga svih
eksperimentalnih grupa TRIZOL reagensom (GIBCO BRL, Life Technologies), prema
protokolu proizvodaca. Koncentracija RNK je odredena spektrofotometrijski, a intaktnost
izolovane RNK proverena na 1% agaroznom gelu. Moguca kontaminacija uzoraka
hromozomskom DNK otklonjena je tretmanom 10 pg ukupne RNK sa 10 U RNase free
DNase I (Fermentas) tokom 30 minuta na 37°C. DNaza I je inaktivirana dodavanjem
EDTA i inkubacijom 10 minuta na 65°C, a potom otklonjena u postupku fenol-
hloroformske ekstrakcije nukleinskih kiselina (fenol:hloroform=3:1). Precis¢ena RNK je
rastvorena u vodi tretiranoj 0,1% dietilpirokarbonatom (DEPC). Za reverznu transkripciju
tj. sintezu cDNK je koris¢en komplet High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied
Biosystems) sa nasumic¢nim heksamerima, po slede¢em protokolu: 10 minuta na 25°C, 30
minuta na 48°C 1 5 minuta na 95°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 amplimera, 0,4 U/pl
RNaznog inhibitora, 1,25 U/pl MultiScribe reverzne transkriptaze i 100 ng RNK.

Sekvence prajmera 1 uslovi u kojima su PCR reakcije radene su prikazani u Tabeli 1.
Sekvence su preuzete iz slede¢ih referenci: za Bcl-2 (Ge 1 saradnici, 2004) 1 za Bel-xL
(Bar-Am 1 saradnici, 2005). U obe reakcije su kao kontrola korisceni prajmeri specificni za

gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) (Wong i saradnici, 1994). U svakoj reakciji
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je koris¢eno 200 ng cDNK. U svim reakcijama koncentracija MgCl, je finalno bila 2 mM, a
kada je u pitanju dNTP komponenta 0,2 mM. Sve PCR reakcije su radene iz dve nezavisne

RT reakcije najmanje po tri puta iz svake.

Tabela 1. Sekvence i uslovi rada prajmera koriséenih u semikvantitativnoj RT-PCR analizi.

Dusina PCR profil Broi
Gen Sekvence prajmera (5'-3") u T°C T
(bp) .. ciklusa
tra]an]e
GGAGATCGTGATGAAGTA 94°C 15
S
bel-2 499 | 20°C 301 g
TCAGGTACTCAGTCATCC s
72°C 30
S
GTAAACTGGGGTCGCATTGT 94°C 15
S
bcLJ- 0g | 36°C 30 |y
x TGCTGCATTGTTCCCATAGA s
72°C 30
S
pand CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT . u zavisnosti od cilinog
AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC gena

3.7.1. Analiza i kvantifikacija PCR produkata

PCR produkti (duzine su date Tabeli 1) su analizirani na 2% agaroznom u 1xTBE
puferu (1xTtis/Borate/EDTA pufer: 89 mM Tris, 89 mM Borna kiselina, 2 mM EDTA)
uz dodatak 4 pl. etidijum bromida (10 mg/mlL) Nakon elektroforeze u 1X TBE puferu
produkti su vizuelizovani na Gel Doc sistemu (Gel Doc 1000, Bio Rad) a signal je
kvantifikovan kotis¢enjem Multi-Analyst/PC Software Image Analysis System (Bio Rad).
Dobijene vrednosti signala za odredeni gen u svakom uzorku su izrazene u odnosnu na
vrednost signala endogene kontrole istog uzorka. Tako dobijene relativne vrednosti su dalje

koris¢ene za statisticku obradu rezultata i njhovo graficko predstavljanje.
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3.7.2. Kvantitativni RT-PCR u realnom vremenu (Q-PCR)

Analiza promena na nivou iRNK uradena je metodom kvantitativnhog RT-PCR u
realnom vremenu (engl. Quantitative Polymerase Chain Reaction, Q-PCR). Slicno ostalim
RT-PCR pristupima, metoda obuhvata najpre korak reverzne transkripcije u kome se
ukupna iIRNK prevodi u cDNK, a potom korak amplifikacije dela cDNK od interesa. Kod
RT-PCR-a u realnom vremenu u svakom ciklusu PCR-a se prati zastupljenost sintetisanog

produkta $to omogucava pouzdanu kvantifikaciju nivoa ekspresije ispitivanog gena.

Da bi se odredili optimalni uslovi RQ-PCR reakcije potrebni za pouzdanu
kvantifikaciju, kao i odgovaraju¢a endogena kontrola za svaki ispitivani gen, detaljno su
ispitani i uporedeni nivoi ekspresije 1 efikasnost amplifikacija 5 najcesée koris¢enih
endogenih kontrola: B-aktina, gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaze (gapdh), hipoksantina
(hprt), 185 rRNK i ciklofilina B (cyp B) kao $to je to opisano u radu Tanica i saradnika
(2007). Analiza je pokazala da se u nasim eksperimentalnim uslovima kao odgovarajuce
endogene kotrole mogu koristit gapdh (raspon promene - 1 ciklus) 1 B-aktin (raspon
promene - 1,2 ciklusa). Dalja provera efikasnosti amplifikacije za ciljne gene 1 odgovarajuce
endogene kontrole uradena je sa serijskim razblazenjima cDNK (0,01, 0,1, 1, 10 i 100 ng
RNK prevedene u cDNK).

Nakon izbora odgovaraju¢e endogene kontrole uradene su TagMan RQ-PCR
reakcije za ciljne gene (Tabela 2). U analizi su koriS¢eni komercijalni eseji (Assay-on-
Demand Gene Expression Product, Applied Biosystems) prikazani u Tabeli 2. Reakciona
smesa je sadzala 1xTagMan® Universal Master Mix sa AmpErase® Uracil N-glikozilazom
(UNG), 1x Assay Mix FAM-MGB probe (engl. Minor groove binder probe obelezene 6-
FAM bojom) i 1ng RNK prevedene u cDNK Za reakcije lancane polimerizacije je
koris¢en aparat ABI Prism 7000 Sequence Detection System i slede¢i program
amplifikacije: 2 minuta na 50°C, 10 minuta na 95°C 1 40 ciklusa po 15 sekundi na 95°C i 1
minut na 60°C. Svaki uzorak je testiran u triplikatu, a srednja Ct vrednost je koriSéena za
dalju analizu. Zarad korekcije internih razlika u efikasnosti amplifikacije svaki uzorak je
normalizovan u odnosu na nivo ekspresije odgovarajuce endogene kontrole. Kvantifikacija
je uradena 2-AACt metodom (Livak 1 Schmittgen, 2001), a dobijeni rezultati testirani na

statisticku znacajnost (p = 0.05) koristec¢i softverski paket RQ Study Add ON v 1.1. Da bi

se utvrdili efekti dijete za sve ispitivane gene kao kalibrator je koris¢en uzorak fizioloska
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kontrola. Rezultati su izrazeni kao stepen promene u odnosu na kontrolnu grupu kojoj je

dodeljena vrednost 1 (srednja vrednost + standardna greska).

Tabela 2. Identifikacioni brojevi eseja koris¢enih u RQ-PCR analizi.

Gen Identifikacioni broj
gap-43 Rn00567901_m1
Sinaptophysin Rn00561986_m1
[-aktin Rn00667869_m1
18s RNK Hs99999901_s1
opB Rn00574762_m1
hprt Rn01527838_¢g1
gapdh Rn99999916_s1

3.6. Odredivanje koliCine proteina semikvantitativnom analizom imunoblotova

3.6.1. Izolovanje proteina

Proteini su izolovani iz 100 mg tkiva ipsilateralne kore prednjeg mozga svih
eksperimentalnih grupa. Tkivo je sonifikovano u 10 volumena RIPA pufera (50 mM Tris-
HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,5% Triton X-100, 1 mM EDTA,
1mM EGTA) u koji je na 10 ml dodata po jedna tableta koktela proteaznih inhibitora (Mini
Protease Inhibitors Coctail, Boehringer M). Nakon 30 minuta inkubacije na ledu lizati su
centrifugirani (30 minuta na 14 000 x g na 4°C). Supernatanti su odliveni i do dalje analize

¢uvani na -80°C.

3.8.2. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija ukupnih proteina odredena je mikrometodom pomocu kompleta Micro
BCA™ Protein Assay Kit (Pierce Perbio Science Company) prema uputstvu proizvodaca. U
150 ul dejonizovane vode dodato je 10 ul uzorka i 40 ul koncentrovane boje 1 nakon 120
minuta inkubacije na 37°C ocitana je apsorbanca na 562 nm na “ELISA” ¢itacu (Bio-Rad
Laboratories). Koncentracija uzoraka odredena je iz standardne krive dobijene upotrebom

poznatih koncentracija proteina govedeg serum albumina (eng/., Bovine Serum Albumin —

BSA; Sigma).
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3.8.3. Elektroforeza proteina

Elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj tezini vrseno je na SDS
denaturiSu¢im poliakrilamidnim gelovima - SDS-PAGE (eng/. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS). Koris¢ena je mini aparatura za elektroforezu
(Mini-PROTEAN 1I Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories). Gel za razdvajanje je
pored akrilamid/bisakrilamida (Sigma) u odnosu 29:1, ¢ija je finalna koncentracija u smesi
1znosila po potrebi: 7, 10 ili 12 %, sadrzavao 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
0,8 10,1% SDS. Za polimerizaciju je koris¢eno 60 pl 10% amonijum persulfata (ICN) i 5 ul
TEMED-a (Serva) na 10 ml smese, za oba gela.

Kolic¢ina proteina koja je nanosena na gel optimizovana je eksperimentalno za svaki
protein, na osnovu kriva konstruisanih sa serijskim razblazenjem proteina i u prisustvu
primarnog antitela u koncentraciji preporucenoj od proizvodaca. Kao optimalna kolicina
proteina uzeta je ona koja se nalazi u linearnom opsegu krive zavisnosti intenziteta signala 1
koli¢ine nanetih proteina. Uzorci proteina su pre nanosenja na gel pomesani sa 2 x
Laemmli pufer-om (31,25 mM Tris pH 6,8; 10% glicerol; 1% SDS; 5% 2-merkaptoetanol;
0,025% bromfenol plavo) u odnosu 1:1 (v/v) i. denaturisani kuvanjem 5 minuta na 95°C.
Kao standard za molekulsku tezinu koris¢en je obojeni “Rainbow" marker sirokog opesega
(Amersham). Elektroforeza je vrSena u puferu za elektroforezu (192 mM glicin; 25 mM

Tris pH 8,3; 0.1% SDS) pod konstantnim naponom od 120 V na sobnoj temperaturi.

3.8.4. Prenos proteina sa SDS-poliakrialmidnog gela na nitroceluloznu membranu i
imunolo$ka detekcija imobilizovanih proteina (Western blotting)

Prenos proteina sa poliakrilamidnog gela na nitroceluloznu membranu
(Amersham Hybond-C) je raden koris¢enjem sistema za transfer (Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories). Nakon zavrsene elektroforeze gel za
razdvajanje je inkubiran 15 minuta u puferu za transfer (20% metanol; 192 mM glicin; 25
mM Tris pH 8,3). Nitrocelulozna membrana je ekvilibrisana u destilovanoj vodi 10
minuta, a zatim 20 minuta u puferu za transfer. Elektrotransfer proteina je vrSen tokom 60
minuta, pod konstantnim naponom od 120 V na sobnoj temperaturi. Po zavrsenom
transferu membrane su obojene Ponceau S bojom (1% Ponceau S boja; 5% glacijalna
sircetna kiselina; destilovana voda) radi vizuelizacije proteinskih traka i potvrde uspesnosti

transfera.
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Imunoloska detekcija imobilizovanih proteina radena je na nitroceluloznim
membranama prethodno nakvasenim 15 minuta u destilovanoj vodi, a zatim 20 minuta u
Tris puferu sa dodatkom Tween-20 deterdzenta (TBS-T: 20 mM Tris-HCI pH 7,6; 137 mM
NaCl; 0.05% Tween 20). Membrane su zatim inkubirane u 5% rastvoru mleka (Blotto,
Non-Fat Dry Milk, Santa Cruz) u TBS-T puferu, u cilju blokiranja nespecificnog vezivanja
antitela. Potom su ispirane u TBS-T puferu 10 minuta, 1 inkubirane sa primarnim antitelima
u rastvoru za blokiranje. Koris¢ena su sledeca primarna poliklonska antitela (razblazenje
v/V): zedje anti-sinaptofizin (1:10000, ICN); ze¢je anti-GAP-43 (1:4000, Chemicon); zedje
anti-GFAP (1:8000 Dako); kozje anti-neurokan (1:500, Santa Cruz), zecje anti-TNF«
(1:1000, Santa Cruz), koje obelezava solubilni TNFa protein (17 kDa); ze¢je anti-kaspaza-3
(Asp175-) (1:500, Cell Signalling), koje obelezava seceni fragment od 17 kDa ; ze¢je anti-
GR (P-20) (1:250, Santa Cruz), koje obelezava ukupni GR receptor; zecje anti-phospho GR
(Ser211) (1:500, Cell Signalling), koji obelezava GR receptor fosforilisan na serinu 211;
kozje anti-113-HSD1 (1:1000, R&D Biosystems); zecje anti-NFxB (p65) (1:15000, Santa
Cruz), koje obelezava p65 subjedinicu NFxB transkripcionog faktora; zecje anti- 3-aktin
(1:10000, Sigma); kao 1 monoklonsko misje anti-B-tubulin (1:8000, ICN).

Nakon inkubiranja sa primarnim antitelom membrane su ispirane 3 puta po 10
minuta u TBS-T puferu, a potom inkubirane 60 minuta na sobnoj temperaturi u TBS-T
puferu sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelom obelezenim enzimom peroksidazom rena
(engl. Horse Radish Peroxidase, HRP) i to: anti-ze¢je antitelo (1:2000, Santa Cruz), anti-
misje antitelo (1:1000, ICN) i anti-kozje antitelo (1:5000, Dako).

Nakon ispiranja 3 puta po 10 minuta u TBST-u, membrane su izloZzene dejstvu
luminola (komercijalni komplet za hemiluminescenciju - RNP 2106 Western blotting
detection reagents, Amersham). Membrane su inkubirane u luminolu 2 minuta, ocedene i
izlozene autoradiografskom filmu osetljivom na plavu svetlost u trajanju od 1 do 30
minuta, u zavisnosti od koris¢enog antitela. Filmovi su razvijeni i skenirani radi dalje

analize dobijenih signala.

3.8.5. Semikvantitativna analiza imunoblotova

Intenzitet dobijenih signala kvantifikovan je denzitometrijski, koris¢enjem
kompjuterskog programa za analizu signala (ImageQuant 5.2). Vrednosti dobijene za ciljne

proteine su normalizovane u odnosu na 3-aktin, odnosno 3-tubulin, kao kontrolu za
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nanetu koli¢inu totalnih proteina. Tako dobijene relativne vrednosti su dalje koris¢ene za

statistiCku obradu rezultata i njhovo graficko predstavljanje.
3.9. Histoloske analize

3.9.1. Priprema tkiva za histolo§ku analizu

Zivotinje su zrtvovane u odgovaraju¢im vremenskim tackama (kontrola, 2, 7, 14. 1
28. dan) nakon lezije (n=3 po grupi). Mozgovi su izolovani, fiksirani u 4%-tnom rastvoru
paraformaldehida u 0,1M PBS-u pH 7,4 u trajanju od 24 sata na 4°C. Tkivo je potom
dehidratisano kroz seriju rastvora sa rastu¢im koncentracijama saharoze (10%, 20%, 30%)
u PBS-u tokom 72 sata na 4°C. Potom su mozgovi su zamrznuti u izopentanolu i cuvani
na -80°C do daljeg koris¢enja. Mozgovi su iseceni na kriotomu (Leica) na preseke debljine
18 um, a za dalju analizu uziman je svaki peti koronalni presek. Preseci su lepljeni direktno
na mikroskopske plocice. Plocice sa presecima su radi fiksacije ostavljane 24 sata na sobnoj

temperaturi i nakon toga cuvane na -20°C, do daljeg korisc¢enja.

3.9.2. Imunohistohemijsko obeleZavanje

Za obelezavanje bojama u vidljivom delu svetlosnog spektra, tj. za svetlosnu
mikroskopiju koriséen je senzitivan LSAB komplet (Dako). Kao hromogen koriscen je 3, 3,
diaminobenzidin tetrahlorid (DAB) koji, nakon razlaganja enzimom peroksidazom rena,
razvija specificnu braon boju. Za fluorescentnu mikroskopiju koriséene su postojane

Aleksa fluorescentne boje (Invitrogen).

Citav postupak, osim inkubacije u primarnom antitelu, uraden je na sobnoj
temperaturi, a rastvori su pravljeni u 0,1 M fosfatnom puferu, pH 7,4. Plocice sa presecima
pripremanim za svetlosnu mikroskopiju su najpre inkubirane 5 minuta u smesi 3%
vodonik-peroksida i 10% metanola kako bi se blokirala aktivnost endogene preoksidaze.
Nakon ispiranja 3 puta po 5 minuta u fosfatnom puferu, inkubiranjem preseka jedan sat u
5% serumu koze (Dako), blokirana su mesta za nespecificno vezivanja antitela. Na ovako
pripremljene preseke nakapan je rastvor primarnog antitela u fosfatnom puferu koji je
sadrzao 3% serum koze 1 0.1% deterdzent Triton X-100 (BDH Chemicals) i inkubirani
preko nodi na 4°C. Koriscena su sledeca primarna antitela (razblazenje v/v); zedje anti-

sinaptofizin (1:2000, ICN); zec¢je anti-GAP-43 (1:1000, Chemicon); zecje anti-GFAP
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(1:2000, Dako); kozje anti-Iba-1 (1:500, Abcam). Nevezana primarna antitela uklonjena su
ispiranjem u fosfatnom puferu 3 puta po 5 minuta. Zatim su preseci inkubirani 30 minuta
sa biotiniziranim sekundarnim antitelom LSAB kompleta (Dako) za koje je vezan
streptavidin/biotin kompleks. Plocice sa presecima su potom isprane u fosfatnom puferu.
Za vizuelizaciju imunokompleksa, kao supstrat peroksidazi rena, ponuden je DAB
(DAB/metal concentrate, Boeringer M) 10 puta razblazen u peroksidaznom puferu
(Peroxide Buffer, Boeringer M). Reakcija je prekidana ispiranjem plocica sa presecima u
tekucoj, a zatim u destilovnoj vodi. Plocice su dalje standardno pripremljene za
mikroskopiranje, provlacenjem kroz seriju etil-alkohola (po 5 min 70%, 95%, 100% etanol,
2x5min ksilol) i nakapavanjem medijuma za mikroskopiranje (Fisher Scientific).
Fluorescentno obelezavanje radeno je po slichom protokolu kao i obelezavanje
preseka za bojenje DAB-om. Izbacen je samo korak blokiranja endogene peroksidaze, a
kao sekundarno antitelo koris¢eno je antitelo obelezeno fluorescentnom bojom. Preseci su
obelezeni kozjim anti-neurokan (1:100, Santa Cruz) antitelom 1 odgovarajuéim
sekundarnim antitelom za koje je bila vezana Aleksa Fluor-568 boja (crveno) (1:500,
Invitrogen). Odgovaraju¢a negativna kontrola (bez primarnog antitela) ukazala je na
odsustvo nespecificnog vezivanja. Preseci su analizirani na mikroskopu Axio Observer

Microscope Z1, ZEISS.

3.9.2.1. Kvantifikacija Iba-1-pozitivnih celija

Morfoloske karakteristike mikroglijskih celija ocenjivane su pomocu trostepene
skale. Definisana su tri profila mikroglijskih ¢éelija na osnovu duzine i1 debljine njihovih
nastavaka 1 karakteristika celijskog tela (Tabela 3). Svakom morfoloskom profilu
mikroglijskih celija odgovara odredeni stepen aktivacije. Reprezentativni primeri svakog

¢elijskog tipa prikazani su na Slici 10.
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Tabela 3. Skala kategorizacije Iba-1-pozitivnih mikroglijskih ¢elija

Stupanj aktivacije Morfoloski kriterijumi

Mirujuca mikroglija Ramifikovane ¢elije sa tankim nastavcima
(Slika 9 a1 f)

Umereno aktivirana

mikroglija Mikroglijske celije sa skracenim i zadebljalim

(Slika 9 ¢ i d) nastavcima
Intenzivno aktivirana Mikroglijske celije hipertrofiranih ¢elijskih
mikroglija tela i prikupljenih nastavaka sa
(Slika 9 b) ameboidnom ili okruglom morfologijom

Za potrebe brojanja mikroglijskih celija koris¢ena su po tri koronalna preseka
debljine 18pm iz mozga svake zivotinje nacinjena u nivou lezije (n=3 zZivotinje za svaku
vremensku tacku AL i DR grupe). Razmak izmedu dva analizirana preseka iz istog mozga
iznosio je 90um. U okviru svakog preseka analizirana su po tri polja dimenzija 200pm x
200um (po jedno polje sa svake strane i jedno ispod same lezije). Iba-1-pozitivne
mikroglijske celije u sva tri aktivaciona stanja (mirujuée, umereno i intenzivno aktivirane)

brojane su u svakom polju svakog preseka, a vrednosti su zatim statisticki obradene.
3.9.3. Histoloska bojenja

3.9.3.1 Fluoro-Zad B i Hoéchst 33528 bojenje

Fluoro-Zad B boja (Chemicon) je kotis¢ena za detekciju neurona u procesu
degeneracije po protokolu koji su uspostavili (Schmued i Hopkins, 2000a, b), dok je
Hoechst 33258 boja koris¢ena za analizu stanja hromatina. Plocice sa presecima su
uranjene redom u: 1% rastvor ntrijum hidroksida u 80% etanolu (5 minuta), 70% etanol (2
minuta), destilovanu vodu (2 minuta), 0,06% rastvor kalijjum permanganata (10 minuta).
Zatim su ispirane u destilovanoj vodi (2 minuta) i prebacene u rastvor Fluoro-Zad boje.
Radni rastvor boje (0,0004%) je napravljen dodavanjem 4 ml koncentrovanog rastvora

(0,01% rastvor boje u destilovanoj vodi) u 96 ml 0,1% rastvora sir¢etne kiseline. Posle 20
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minuta bojenja plocice su ispirane 3 puta po 1 minut u destilovanoj vodi, a zatim uronjene
u 0,01% rastvor Hoechst 33258 boje u vodi (Acros Organics, SAD) 10 minuta. Posle
ispiranja (3 puta po 1 minut u destilovanoj vodi) i susenja na sobnoj temperaturi, plocice su
uronjene u ksilol (3 minuta) radi putpune dehidratacije 1 na preseke je nanet glicerol 1
stavljeno pokrovno staklo. Kao negativna kontrola koristile su plocice sa presecima koje su
prosle isti postupak osim §to nisu izlagane dejstvu Fluoro-Zad B i Hoechst boje veé 0,1%
rastvoru sircetne kiseline. Presect su analizirani na mikroskopu Axio Observer Microscope
21, ZEISS sa odgovarajucim filterima (zeleni i plavi). Neuroni u procesu degeneracije koje
obelezi Fluoro-Zad B boja se jasno razlikuju od pozadine jer se vide kao zasebne
fluotescentno zelene tacke u odnosu na crnu pozadinu. Broj Fluoro-Zad B-pozitivnih
neurona ¢ija su jedra sadrzala izrazito kondenzovan hromatin brojan je u 3 vidna polja oko
mesta lezije na uveli¢anju 20x (0,38 mm?) u 5 preseka po Zivotinji (n=3 Zivotinje za svaku

vremensku tacku AL i DR grupe).

3.10. Statisticka obrada podataka

Relativne promene u ekspresiji iRNK 1 proteina su predstavljene u procentima
(srednja vrednost * standardna greska) u odnosu na kontrolnu vrednost kojoj je dodeljena
vrednost od 100%. Za statisticku analizu dobijenih relativnih vrednosti je koris¢en
softverski paket STATISTICA 6.0. Nakon provere da li podaci podlezu normalnoj
distribuciji usledila je dalja ststisticka analiza. Komparacija izmedu grupa koje su pokazale
normalnu distribuciju je radena koriS¢enjem jednofaktorske ANOVA analize prosledene
LSD testom. Podaci koji ne podlezu normalnoj raspodeli analizirani su Kruskal-Wallis
ANOVA analizom i nakon toga U-testom. Za statisticku analizu broja mikroglijskih ¢elija,
kao 1 tezine nadbubreznih zlezda zivotinja, koris¢en je Studentov t-test. Statisticki
znacajnim razlikama su smatrane one kod kojih je p=0,05 i na graficima i u tabelama su

obelezene simbolom *, # 1 §.
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4. Rezultati



4.1 Uticaj dijetalne restrikcije na telesnu teZinu, teZinu nadbubreZne Zlezde, nivo
glukoze i kortikosterona u serumu Zivotinja

4.1.1. Uticaj dijetalne restrikcije na telesnu teZinu Zivotinja

Zivotinje podvrgnute dijetalnoj restrikciji su izgubile oko 20% svoje pocetne
telesne tezine tokom prve 4 nedelje restriktivhog rezima ishrane, a zatim su pocele da
dobijaju na tezini od 6. do 12. nedelje eksperimenta. Posle toga, njihove tezine se nisu
menjale, odrzavajuéi se na oko 90% tezine sa pocetka eksperimenta. Zivotinje iz AL grupe
su do kraja eksperimenta tezile u proseku oko 25% vise nego na pocetku eksperimenta. U
vreme operacije zivotinje iz DR grupe tezile su u proseku oko 30% manje od AL zivotinja

(Slika 5).
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Slika 5. Telesne teZine AL i DR Zivotinja u toku eksperimenta. Rezultati su izrazeni
kao procenat (%) promene (srednja vrednost + greska) u odnosu na pocetnu telesnu tezinu
(100%); ¢ AL; 0 DR; crvena strelica oznacava vreme operacije.

4.1.2. Uticaj dijetalne restrikcije na teZinu nadbubreZne Zlezde pacova

Merene su tezine nadbubreznih Zlezda kontrolnih AL i DR Zivotinja 1 analizirano
procentualno uces¢e njihove tezine u ukupnoj tezini tela pacova. Dobijeni podaci,
statisticki obradeni t-testom, otkrili su znacajan porast tezine tkiva nadbubrega u odnosu na

ukupnu tezinu tela DR Zivotinja u odnosu na AL zivotinje (Slika 6; $p<0.05).
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Slika 6. TeZina nadbubrezZne Zlezde AL i DR Zivotinja. Graficki prikaz odnosa udela
tezine nadbubrezne zlezde u ukupnoj telesnoj tezini AL i DR Zivotinja (srednja vrednost +
standardna greska; izrazeno u % u odnosu na tezinu tela zivotinja); $p<0,05 u odnosu na
AL.

4.1.3. Uticaj dijetalne restrikcije na nivo glukoze u serumu Zivotinja

Statistickom obradom podataka dobijenih merenjem koncentracija glukoze nisu
otkrivene znacajne promene u serumu AL i DR Zivotinja ni u jednoj vremenskoj tacki u
poredenju sa zivotinjama iz odgovarajuc¢ih kontrolnih grupa (Slika 7). Dvofaktorska
ANOVA je pokazala znacajan efekat dijetalne restrikcije na koncentraciju glukoze u
serumu (F(1,48)=27,704, p< 0.05). Post hoc analizom je utvrden znacajan pad nivoa glukoze
u serumu DR Zivotinja u odnosu na AL Zivotinje u kontrolnoj grupi zivotinja (21%), u 2.

danu (16%) i u 28. danu (19%) nakon povrede ($p<0.05).
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Slika 7. Koncentracije glukoze u serumu kod AL i DR Zivotinja. $p<0,05 u
odnosu na odgovarajucu vremensku tacku za AL.
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4.1.4. Uticaj dijetalne restrikcije na nivo kortikosterona u serumu Zivotinja

Koncentracije serumskog kortikosterona merene su kod obe grupe zivotinja (AL i
DR) u svim vremenskim tackama od 2. do 28. dana nakon povrede, kao i u fizioloskim
kontrolama obe grupe (Slika 8). Dvofaktorska ANOVA pokazala je znacajan efekat faktora
dijetalne restrikcije (F(6,32)=7,65; p<0.05), vremena (F(1,32)=48,82; p<0.05), kao i
interakcije faktora restrikcija 1 vreme (F(6,32)=4,91; p<0.05). U AL grupi, doslo je do
porasta serumskog kortikosterona (6 puta) u 2. danu, zatim do pada u 7. (64%) 1 14. (52%)
danu i povratka na na kontrolni nivo do 28. dana nakon povrede u odnosu na odgovarajuc
AL kontrolu (*p<0.05). U DR grupi nivo kortikosterona bio je znacajno povisen (2 puta) u
2. danu nakon povrede, a znacajno snizen (63%) u 28. danu nakon povrede u poredenju sa
odgovarajucom DR kontrolom (#p<0.05), dok u ostalim vremenskim tackama oporavka
nije uocCena znacajna promena. Post hoc analiza je pokazala da je nivo kortikosterona u
serumu DR Zivotinja bio znacajno povisen u poredenju sa AL Zivotinjama u svim
vremenskim tackama (§p<0.05). Takode, kontrolne DR Zivotinje su imale preko pet puta

visu koncentraciju kortikosterona u serumu od AL kontrolnih Zivotinja.
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Slika 8. Koncentracija kortikosterona u serumu AL i DR Zivotinja. Rezultati su
izrazeni kao srednja vrednost + standardna greska u odnosu na vrednosti za kontrolu.
*p<0,05 u odnosu na AL kontrolu; #p<0,05 u odnosu na DR kontrolu; $p<0,05 u odnosu
na odgovarajucu vremensku tacku za AL.
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4.2 Uticaj dijetalne restrikcije na procese inflamacije u ipsilateralnoj kori prednjeg
mozga pacova nakon povrede

4.2.1. Uticaj dijetalne restrikcije na aktivaciju mikroglije

Jedno od glavnih obelezja sekundarne povrede mozga jeste aktivacija mikroglijskih
¢elija, koja se ogleda u promeni morfologije ovih celija. Specifican marker mikroglijskih
¢elija, protein Iba-1 koris¢en je za morfolosku karakterizaciju ovih celija u regionu oko
samog mesta lezije kod AL 1 DR Zivotinja (Slika 9). Imunohistohemijska analiza je pokazala
veliki broj Iba-1 pozitivnih éelija kako kod AL, tako i kod DR zivotinja tokom citavog
perioda oporavka. Najveéi broj mikroglijskih ¢elija kod AL zivotinja imao je morfologiju
karakteristicnu za aktiviranu mikrogliju (Slika 9 B-E). Kod DR zivotinja mikroglijske ¢elije
oko mesta povrede zadrzale su uglavnom morfologiju karakteristichu za mirujuéu
mikrogliju tokom citavog vremena oporavka nakon povrede (Slika 9 G-J). Najizrazenije
razlike u morfologiji mikroglijskih celija izmedu AL 1 DR zivotinja su zapazene 2. dana
nakon povrede. U toj vremenskoj tacki je kod AL zivotinja, oko mesta povrede, uocen
veliki broj mikroglijskih celija koje su imale krupna celijska tela ameboidnog ili okruglog
oblika bez vidljivih nastavaka, $to morfoloski odgovara krajnjim stepenima aktivacije
mikroglije (Slika 9B, b). Za razliku od toga, vecina mikroglijskih ¢elija oko mesta povrede
kod DR zZivotinja imala je mala celijska tela i duge razgranate nastavke, tj. morfologiju
karakteristicnu za miruju¢u mikrogliju (Slika 9G, g). U odgovaraju¢em regionu kore mozga
AL i DR kontrolnih Zivotinja (senzomotorni deo), sve mikroglijske celije imale su

morfologiju mirujué¢e mikroglije (Slika 9 A, a1 F, f).
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Slika 9. Uticaj dijetalne restrikcije na morfologiju mikroglijskih celija. Iba-1
imunohistohemijsko obelezavanje mikroglijskih ¢elija u neposrednoj blizini mesta povrede;
Skale 50pm i1 20 pm za uvelicanje 20x i 40x. Reprezentativni preseci mozgova AL (A-E) i
DR (F-]) zivotinja. Strelice oznacavaju Celije uvelicane u okvirima (a-h); * - mesto povrede.
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Kako bi se utvrdio nivo aktivacije mikroglije, izracunat je broj Iba-1 pozitivnih
Celija za svaki stepen aktivacije pomocu skale za kategorizaciju morfoloskog stanja
mikroglijskih ¢elija (opisano u poglavlju Materijal i metode; Tabela 3). Dobijeni rezultati su
prikazani u Tabeli 4. Okarakterisana su tri Celijska profila mikroglijskih ¢elija prema duzini 1
debljini njihovih nastavaka, kao i prema izgledu njihovih Celijskih tela (wzrujuca, umereno
aktivirana 1 intengivno aktivirana mikroglja). Ukupan broj mikroglijskih celija oko mesta
povrede bio je znacajno poveéan i u AL (*p<0,05) i u DR (, #p<0,05) grupi zivotinja
nakon povrede, u poredenju sa odgovarajuéim kontrolama za obe grupe. U AL grupi
zivotinja aktivirana mikroglija je bila prisutna tokom citavog perioda oporavka, pri cemu je
najveci broj intenzivno aktiviranih mikroglijskih Celija uoc¢en 2. dana nakon povrede. Broj
mirjute mikroglije u ovoj vremenskoj tacki bio je znacajno snizen u poredenju sa
odgovarajucom AL kontrolom ( *p<0,05). Kod DR Zivotinja najve¢i broj mikroglijskih
¢elija koje su uocene oko mesta povrede zadrzao je morfologiju karakteristicnu za mirujuéu
mikrogliju. Samo je mali broj aktiviranih mikroglijskih ¢elija uoc¢en kod DR Zivotinja u 2.
danu nakon povrede, ali je stepen aktivacije ovih ¢elija bio daleko nizi od aktivirane
mikroglije u mozgu AL Zivotinja oko mesta povrede. Istovremeno, kod DR Zivotinja je u
2. danu nakon povrede uocen znacajan porast broja mirujuce mikroglje u odnosu na
kontrolnu DR grupu (#p<0,05). U ostalim vremenskim tacakama, uoceno je znacajno
povecanje broja umereno aktivirane mikroglije kod AL u odnosu na DR Zivotinje i to u 7, 14. 1
28. danu nakon povrede ($p<0,05). Broj intenzivno aktivirane mikroglije bio je znacajno
povecéan kod AL u odnosu na DR Zivotinje u 2. 1 7. danu nakon povrede ($p<0,05). Vazno
je naglasiti da je u okviru same AL grupe daleko najveci broj zntenzivno aktivirane mikroglije
uocen u 2. danu nakon povrede (&p<0,05), da bi njihov broj znacajno opao u kasnijim
vremenskim tackama. Imunohistohemijskom analizom nisu uocene razlike u broju i

morfologiji mikroglijskih éelija u mozgu kontrolnih AL i DR Zivotinja.
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Tabela 4. Broj Iba-1 — pozitivnih celija oko mesta lezije kod AL i DR Zivotinja
nakon povrede. Klasifikacija mikroglijskih ¢elija izvrsena je prema morfoloskim
karakteristikama (Slika 10, Tabela 3). Podaci su prikazani kao srednja vrednost + greska.
*p<0.05 u odnosu na AL kontrolu; #p<0.05 u odnosu na DR kontrolu; $p<0.05 u odnosu
na DR; &p<0.05 u odnosu na ostale vremenske tacke u okviru AL grupe.

kontrola 2. dan 7.dan 14. dan 28. dan
Mirujuéa AL 987 +0.81 4.44+093 1667+1.12 2211+ 1.05 11.78 + 0.60
mikroglija - 5 5 =
(Slika 9 a,f) DR 10,33+ 1.03 28.00+ 1.09 2178+ 1.10 1444 +1.21 11.22+1.10
$ $ $
Umereno | Ay, 0 4.11+0.56 94087 112+ 1.09 278 +0.43
aktivirana
mikroglija
(Slika9 ¢d) | DR 0 333+0.353 2.56 +0.58 1.33+0.33 033+0.17
. S& 3
Intenzivno | 0 17.89 +0.91 256 +043 144+ 038 0.89+0.35
aktivirana
mikroglija
(Slika9 b) | DR 0 0.56 + 0.24 0.44 +0.18 0.58+0.21 0.33+0.19
* * *$ *5
Ukupan AL | 9874081 | 2644+154 28224157 34.77+ 1.04 1545+ 033
broj . . .
mikroglijskih #3 # #
Celija DR 1033+ 1.03 31.88+0.74 2477+ 1.02 1633+ 1.24 11.89+ 101

Analiza procentualne zastupljenost razli¢itih stepena aktivacije mikroglije u ukupnoj
populaciji izbrojanih mikroglijskih celija oko mesta lezije potvrdila je znacajne razlike
izmedu AL i DR Zivotinja (Slika 10). U AL grupi aktivirana mikroglija je prisutna u mnogo
vecem procentu i ¢ini preko 80% mikroglijskih celija u 2. danu, da bi nakon postepenog
pada u 28. danu bila zastupljena sa vise od 20%. Nasuprot tome, u DR grupi procentualna
zastupljenost aktivirane mikroglije tokom ¢itavog posmatranog perioda od 28 dana nije

presla 15% od ukupne populacije mikroglijskih éelija
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Slika 10. Procentualna zastupljenost razlic¢itih morfoloskih stanja mikroglijskih
celija nakon povrede. Zastupljenost celija je izracunata prema podacima iz Tabele 4. k—
fizioloska kontrola; 2, 7, 14, 28 — dani nakon povrede.

4.3.2. Uticaj dijetalne restrikcije na ekspresiju solubilnog TNF-u« proteina (17 kDa)

Aktivirane mikroglijske celije predstavljaju predominantan izvor proinflamatornih
citokina, a posebno TNF-a. Western blot analizom pracena je ekspresija aktivne forme
TNF-a proteina — solubilnog TNF-a (17 kDa) u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga AL i
DR pacova tokom oporavka posle povrede (2, 7, 14. 1 28. dana) (Slika 11). Indukcija
ekspresije solubilnog TNF-o proteina uocena je jedino u AL grupi 2. dana nakon povrede,
dok ovaj protein nije detektovan u kasnijim vremenskim tackama oporavka Pretretman
dijetom u potpunosti je suprimirao indukciju solubilnog TNF-a proteina, tako da ova
forma TNF-a proteina nije detektovana ni u jednoj vremenskoj tacki oporavka nakon

povrede.
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Slika 11. Ekspresija solubilnog TNF-« proteina (17 kDa) u ipsilateralnoj kori mozga
AL i DR Zivotinja nakon povrede. Western blot analiza. Slika predstavlja reprezentativni
imunoblot; B-aktin je koris¢en kao kontrola koli¢ine nanetih proteina; k — kontrola; 2, 7, 14,
28. - dani nakon povrede.

4.4. Uticaj dijetalne restrikcije na sekundarnu smrt nervnih ¢elija u ipsilateralnoj
kori prednjeg mozga pacova nakon povrede

4.4.1. Uticaj dijetalne restrikcije na ekspresiju aktivne kaspaze-3 (17kDa)

Imajué¢i u vidu da poviseni nivo TNF-a proteina pokreée kaspazno-zavisnu
apoptozu (Rath 1 Aggarwal, 1999) od interesa je bilo ispitati promene u ekspresionom
profilu velike subjedinice kaspaze-3 (17 kDa) u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga AL i DR
pacova tokom oporavka (2-28 dana) nakon povrede (Slika 12). Western blot analizom
utvrdeno je da u AL grupi Zivotinja dolazi do indukcije ekspresije 17 kDa fragmenta
kaspaze-3 jedino u 2. danu, ali ne i u ostalim vremenskim tackama oporavka nakon
povrede. Ovakav ekspresioni profil aktivne kaspaze-3 kod AL zivotinja identican je profilu
TNF-a proteina. U DR grupi zivotinja nije detektovana ekspresija aktivne kaspaze-3 ni u

jednoj vremenskoj tacki oporavka nakon povrede..

AL DR
| k 2 7 14 28||k 2 7 14 28|

LA e T W - 17 kDo
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B-aktin - | — — s ww wow| - 43 kDa

Slika 12. Promene u ekspresiji velike subjedinice kaspaze-3 (17 kDa) u ipsilateralnoj
kori prednjeg mozga AL i DR Zivotinja nakon povrede. Western blot analiza. Slika
predstavlja reprezentativni imunoblot; B-aktin je koris¢en kao kontrola kolicine nanetih
proteina; k — kontrola; 2, 7, 14, 28. - dani nakon povrede.
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4.4.2. Uticaj dijetalne restrikcije na preZivljavanje neurona nakon povrede

Da bi utvrdili da li je povreda mozga dovela do sekundarne neurodegeneracije
izvt$eno je Fluoro-Zad B/Hoechst 33258 dvojno bojenje prescka mozgova AL i DR
zivotinja tokom oporavka (2, 7, 14. i 28. dana) nakon povrede (Slika 13). Neuroni u
degeneraciji uoceni su u tkivu oko same lezije samo kod AL Zivotinja u 2. danu nakon
povrede (preklopljena slika; strelice). Neuroni u degeneraciji nisu uoceni na presecima
mozga DR zivotinja ni u jednoj vremenskoj tacki nakon povrede (Slika 14).

Histoloskom analizom mozdanog tkiva nije detektovano prisustvo Fluoro-Zad B

pozitivnih éelija u mozgovima kontrolnih AL 1 DR Zivotinja (Slike 13 1 14, kontrola).

45



AL
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14. dan 7. dan 2. dan kontrola

28. dan

Slika 13. Fluoro Zad-B i Hoechst imunobojenje preseka mozga AL Zivotinja u 2, 7,

14. i 28. danu nakon povrede. Fluoro-zad B bojenje (leva kolona), Hoechst 33258
bojenje (srednja kolona) 1 preklopljene slike (desna kolona) reprezentativnih preseka
mozgova u nivou lezije. U redovima su prikazani dani nakon povrede. Fluoro-zad B
pozitivne Celije su obelezene strelicama, dok su krvni sudovi obelezeni glavom strelice.
Uvelicanje 40x; skala=20 pum.
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Slika 14. Fluoro Zad-B i Hoechst imunobojenje preseka mozga DR Zivotinja u 2, 7,
14. i 28. danu nakon povrede. Fluoro-zad B bojenje (Ieva kolona), Hoechst 33258
bojenje (srednja kolona) 1 preklopljene slike (desna kolona) reprezentativnih preseka
mozgova u nivou lezije. U redovima su prikazani dani nakon povrede. Krvni sudovi su
obelezeni glavom strelice. Uvelicanje 40x; skala=20 pum.

kontrola

2. dan

7. dan

14. dan

28. dan
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4.5. Uticaj dijetalne restrikcije na aktivaciju astrocita u ipsilateralnoj kori prednjeg
mozga pacova nakon povrede

4.5.1. Uticaj dijetalne restrikcije na ekspresiju GFAP proteina

Ekspersijia GFAP proteina u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga pacova nakon
povrede (2-28 dana) pracena je Western blot analizom (Slika 15). Dvofaktorska ANOVA
pokazala je znacajan efekat za faktor dijetalna restrikcija (F(1,36)=136.881, p<0.05) i faktor
vreme (F(3,36) =25.714, p<0.05). U AL grupi nivo GFAP proteina je statisticki znacajno
porastao 1 to za: 59% u 2. danu, 110% u 7. danu, 71% u 14. danu 1 36% u 28. danu nakon
povrede u poredenju sa odgovarajuéom AL kontrolom (*p<0.05). U DR grupi zivotinja
uocen je bifazni trend promena nivoa GFAP proteina u poredenju sa odgovarajucom
kontrolom: porast od 36% u 7. danu 1 pad od 27% u 28. danu nakon povrede (#p<0.05).
Post hoc analizom utvrden je znacajno manji stepen ekspresije GFAP proteina kod DR
zivotinja u poredenju sa nivoom ovog proteina kod AL zivotinja u svim vremenskim
tackama oporavka nakon povrede ($p<0.05). Western blot analiza nije otkrila znacajne

razlike u ekspresiji GFAP proteina izmedu kontrolnih AL 1 DR zivotinja.

AL DR
'k 2 7 14 281 1k 2 7 14 28
GIAP- | - S W WS S —— |- 50kDa
S-QI(ﬂﬂ—l__——_-'—— h - — : !‘421‘1[}3
2501 @ AL
= * m DR
c
g 2004 .
g * $
a.
s | # *
X 150 ~ s
p $
‘g
= 100 g
A i
&
EE 50
V)
0
kontrola 2 7 14 28
Vreme nakon povrede (dani)

Slika 15. Promene u ekspresiji GFAP proteina u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga
AL i DR Zivotinja nakon povrede. Western blot analiza. Relativhe vrednosti nivoa
GFAP proteina su normalizovane u odnosu na ekspresiju B-aktina. Rezultati su izrazeni
kao procenat (%) promene u odnosu na kontrolnu vrednost (fizioloska kontrola 100%).
Prikazan je reprezentativni imunoblot. *p<0,05 u odnosu na AL kontrolu; #p<0,05 u
odnosu na DR kontrolu; $p<0,05 u odnosu na odgovarajucu vremensku tacku za AL.
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4.5.2. Uticaj dijetalne restrikcije na morfolosSke karakteristike astrocita

Ekspresija GFAP proteina pracena je 1 imunohistohemijskom analizom (Slika 16).
U AL grupi zivotinja detektovan je veliki broj GFAP pozitivnih éelija u obliku Sire regije
oko mesta lezije u svim vremenskim tackama oporavka nakon povrede (Slika 16A; 2,5x
uvelicanju). Do 28. dana u AL grupi se uocava formiranje izrazenog glijskog oziljka oko
mesta povrede, kao i znacajne promene u morfologiji astrocita (Slika 16B; 40x uvelicane)
koje ukazuju na pojavu reaktivne astroglioze. U AL grupi zivotinja morfoloske promene
astrocita uocljive su tokom citavog posmatranog perioda od 28 dana, a najizrazenije su u 7.
danu nakon povrede. Kod AL zivotinja se reaktivni astrociti uocavaju se tokom citavog
perioda oporavka, ne samo oko mesta lezije, ve¢ i u delovima ipsilateralne kore mozga koiji
su udaljeni od same povrede.

Najznacajnija razlika izmedu AL 1 DR grupe u izgledu povredenog regiona uocena
je 28. dana nakon povrede (posmatrano pri 2,5x uvelicanju). Za razliku od robusnog
glijskog oziljka koji se javlja u AL grupi, u DR grupi zivotinja ovaj oziljak sveden je na
veoma tanak, rastresit sloj GFAP-pozitivnih ¢elija oko mesta povrede. Tu se astrociti, iako
reaktivni, karakterisu daleko manje hipertrofiranim celijskim telima i nastavcima nego sto je
to slucaj sa astrocitima AL zivotinja (Slika 16D; 40x uvelicanje). Do 28. dana astrociti u DR
grupi ponovo zadobijaju nereaktivnhu morfologiju, koja se uocava i u mozgu kontrolnih
zivotinja. Imunohistohemijskom analizom nisu otkrivene razlike u ekspresiji GFAP
proteina, kao ni razlike u morfologiji astrocita izmedu kontrolnih AL i DR Zivotinja (Slika

16, kontrola).
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Slika 16. GFAP imunobojenje kod AL i DR Zivotinja 2, 7, 14. i 28. dana nakon
povrede. Reprezentativni preseci mozgova AL (red A'i B) i DR (red C i D) Zivotinja.
Uvelicanje 2,5x; skala 500um (red A i C). Uvelicanje 40x; skala 40pm (red B i D).

4.5.3. Uticaj dijetalne restrikcije na ekspresiju inhibitornog proteoglikana
neurokana

Reaktivni astrociti predstavljaju predominantan izvor inhibitornog hondroitin
sulfatnog proteoglikana neurokana na mestu povrede. Western blot analizom su pracene

promene u nivou neurokana u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga AL i DR pacova tokom
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oporavka (2, 7, 14. i 28. dana) nakon povrede (Slika 17). Statisticka analiza rezultata
(dvofaktorska ANOVA) pokazala je znacajan efekat za faktor dijetalna restrikcija
(F(1,25)=123.641, p<0.05) i faktor vreme (F(3,25) =18.352, p<0.05). Ekspresija neurokana
u AL grupi je u odnosu na odgovarajuc¢u AL kontrolu znacajno povecana tokom celog
perioda oporavka i to: 2. dana (3 puta), 7. dana (11 puta), 14. dana (10,5 puta) i 28. dana
(7,5 puta) u odnosu na kontrolu (*p<0.05). Kod Zivotinja koje pripadaju DR grupi, jedino
je u 7. danu statisticki znacajno povecana ekspresija neurokana (3,5 puta) u odnosu na
odgovarajucu kontrolu (#p<0.05). Post hoc analizom je utvrden znacajno povisen nivo
neurokana kod AL Zivotinja u poredenju sa nivoom ovog proteoglikana kod DR Zivotinja
u svim vremenskim tackama oporavka (§p<0.05). Nisu uocene znacajne razlike u ekspresiji

neurokana izmedu kontrolnih AL i DR Zivotinja.
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Slika 17. Promene u ekspresiji neurokana u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga AL i
DR Zivotinja nakon povrede. Western blot analiza. Relativne vrednosti nivoa neurokana
su normalizovane u odnosu na ekspresiju $-aktina. Rezultati su izrazeni kao procenat (%)
promene u odnosu na kontrolnu vrednost (fizioloska kontrola 100%). Prikazan je
reprezentativni imunoblot. *p<0,05 u odnosu na AL kontrolu; #p<0,05 u odnosu na DR
kontrolu; $p<0,05 u odnosu na odgovarajucu vremensku tacku za AL.

Ekspresija neurokana pracena je i imunohistohemijskom metodom (Slika 18). Kod
AL zivotinja se imunobojenje na neurokan uocava oko mesta povrede tokom citavog
perioda oporavka (B-E). Najintenzivnija ekspresija neurokana kod AL Zzivotinja uocena je u

7. danu oko mesta povrede, kada imunoreakcija zahvata $§iri region oko mesta lezije (Slika
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18C). Kod DR zivotinja ekspresija neurokana uocena je u periodu od 7. do 28. dana nakon
povrede (Slika 18 H-J), a intenzitet imunobojenja u 7. danu kod DR Zivotinja bio je vidno
slabiji u odnosu na istu vremensku tacku kod AL zivotinja (Slika 18C i H) .

Posmatrajuéi imunobojenje preseka mozga AL i DR zivotinja uocava se da su razlike u
ekspresiji neurokana izmedu ove dve grupe zivotinja u 14. i 28. danu daleko manje od

razlika u ekspresiji uoc¢enih Western blot metodom.
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Slika 18. Neurokan imunobojenje kod AL i DR Zivotinja 2, 7, 14. i 28. dana nakon
povrede. Reprezentativni preseci mozgova AL (leva kolona) i DR (desna kolona) zivotinja;
Uvelicanje 5x; Skala 200pum; kontrola, 2, 7, 14, 28. - dani nakon povrede.

53



4.6 Uticaj dijetalne restrikcije na procese plasti¢nosti nakon povrede

4.6.1. Uticaj dijetalne restrikcije na ekspresiju iRNNK za GAP-43 u ipsilateralnoj kori
prednjeg mozga pacova nakon povrede

Promene nivoa ekspresije iRNK za GAP-43 u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga
pacova AL 1 DR grupe zivotinja tokom oporavka (2, 7, 14. 1 28. dana) nakon povrede,
pracene su metodom RT-PCR analize u realnom vremenu (Slika 19). Utvrden je znacajan
pad nivoa ekspresije iIRNK za GAP-43 u AL grupi u 14. danu nakon povrede (17%) u
odnosu na odgovaraju¢u AL kontrolu (* p<0,05). U DR grupi dolazi do znacajanog pada
ekspresije iRNK za GAP-43 (20%) u 2. danu, ali i znacajanog porasta (27%) u 7. danu
nakon povrede u poredenju sa odgovaraju¢om DR kontrolom (# p<0,05). U odnosu na
AL grupu ekspresija iRNK za GAP-43 u DR grupi raste u 7. (47%) 1 14. (29%) danu
nakon povrede (§ p<0,05). Nije uocena razlika u ekspresiji iRNK za GAP-43 izmedu

kontrolnih AL 1 DR Zivotinja.
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Slika 19. Promene u ekspresiji iRNK za GAP-43 kod AL i DR Zivotinja nakon
povrede. Rezultati su dobijeni metodom RT-PCR analize u realnom vremenu na tkivu
ipsilateralne kore prednjeg mozga AL i DR zivotinja, 2, 7, 14 1 28 dana nakon povrede i
izrazeni kao procenat (%) promene u odnosu na kontrolnu vrednost (fizioloska kontrola
100%). *p<0,05 u odnosu na AL kontrolu; #p<0,05 u odnosu na DR kontrolu; $p<0,05 u
odnosu na odgovarajucu vremensku tacku za AL.
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4.6.2. Uticaj dijetalne restrikcije na ekspresiju GAP-43 proteina u ipsilateralnoj kori
prednjeg mozga pacova nakon povrede

Promene nivoa GAP-43 proteina u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga pacova
nakon povrede (2-28 dana) pracena je Western blot analizom (Slika 20). Dvofaktorska
ANOVA pokazala je znacajan efekat samo za faktor dijetalne restrikcije (F(1,32) =8.425,
p<0.05). U AL grupi, postojala je tendencija pada nivoa GAP-43 proteina u vremenskom
periodu od 2. do 14. dana nakon povrede u poredenju sa odgovaraju¢om AL kontrolom,
pri cemu je statisticki znacajan pad uocen u 2. (21%) i 7. (17%) danu nakon povrede
(*p<0.05). U DR grupi nivo GAP-43 proteina ostao je nepromenjen tokom citavog
vremena oporavka u poredenju sa vrednostima odgovaraju¢e DR kontrole. Post hoc analiza
pokazala je znacajan pad ekspresije GAP-43 proteina u AL grupi 2. dana nakon povrede
(25%) u odnosu na DR grupu zivotinja ($p<0.05). Nije uocena razlika u ekspresiji GAP-43

proteina izmedu kontrolnih AL 1 DR Zivotinja.
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Slika 20. Promene u ekspresiji GAP-43 proteina u ipsilateralnoj kori prednjeg
mozga AL i DR Zivotinja nakon povrede. Western blot analiza. Relativne vrednosti
nivoa GAP-43 proteina su normalizovane u odnosu na ekspresiju B-tubulina. Rezultati su
izrazeni kao procenat (%) promene u odnosu na kontrolnu vrednost (fizioloska kontrola
100%). Prikazan je reprezentativni imunoblot. *p<0,05 u odnosu na AL kontrolu; $p<0,05
u odnosu na odgovarajucu vremensku tacku za AL.
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Ekspresija GAP-43 proteina pracena je i imunohistohemijskom metodom (Slika
21). Izrazeno imunobojenje na GAP-43 protein detektovano je samo u DR grupi i to 7.
dana nakon povrede. Za razliku od DR grupe, na presecima mozga AL Zivotinja nije
uocena imunoreakcija u 7. danu nakon povrede. Imunobojenje na GAP-43 nije uoceno u
ostalim vremenskim tackama nakon povrede ni u AL ni u DR grupi Zivotinja.
Imunohistohemijskom analizom nisu detektovane razlike u ekspresiji GAP-43 proteina

izmedu kontrolnih AL 1 DR Zivotinja.
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7. dan

Slika 21. GAP-43 imunobojenje kod AL i DR Zivotinja 2, 7, 14. i 28. dana nakon
povrede. Reprezentativni preseci mozgova AL (leva kolona) i DR (desna kolona) zivotinja;
Uvelicanje 5x; Skala 200um; kontrola, 2, 7, 14, 28. - dani nakon povrede.
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4.6.3. Uticaj dijetalne restrikcije na ekspresiju iRINK za sinaptofizin u ipsilateralnoj
kori prednjeg mozga pacova nakon povrede

Promene nivoa ekspresije iRNK za sinaptofizin u ipsilateralnoj kori prednjeg
mozga pacova AL i DR grupe Zivotinja tokom oporavka, od 2. do 28. dana nakon povrede,
pracene su koris¢enjem RT-PCR analize u realnom vremenu (Slika 22). Analizom rezultata
nisu uocene znacajne promene u ckspresiji iRNK za sinaptofizin u AL 1 DR grupi u
poredenju sa odgovaraju¢im kontrolama. Daljom analizom ekspresije iIRNK za sinaptofizin
u DR grupi u odnosu na AL grupu, detektovan je pad ekspresije sinaptofizina od 23% u 2.

danu nakon povrede u AL grupi zivotinja (§ p<0,05). Nije uocena razlika u ekspresiji

iIRNK za sinaptofizin izmedu kontrolnih AL 1 DR Zivotinja.
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Slika 22. Promene u ekspresiji iRNK za SPH kod AL i DR Zivotinja nakon povrede.
Rezultati su dobijeni metodom RT-PCR analize u realnom vremenu na tkivu ipsilateralne
kore prednjeg mozga AL 1 DR zZivotinja, 2, 7, 14 1 28 dana nakon povrede i izrazeni kao
procenat (%) promene u odnosu na kontrolnu vrednost (fizioloska kontrola 100%).
#p<0,05 u odnosu na DR kontrolu.

4.6.4. Uticaj dijetalne restrikcije na ekspresiju proteina sinaptofizina u ipsilateralnoj
kori prednjeg mozga pacova nakon povrede

Western blot analiza koris¢ena je kako bi se pratile promene nivoa proteina
sinaptofizina u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga AL i DR pacova u periodu od 2. do 28.
dana nakon povrede (Slika 23). Dvofaktorska ANOVA pokazala je znacajan efekat samo
za interakciju faktora dijetalne restrikcije 1 vremena (F(1,30) =3.784, p<0.05). U AL grupi

statisticki znacajan pad nivoa SPH od 24% detektovan je 2. dana nakon povrede u
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poredenju sa odgovarajucom AL kontrolom (*p<0.05). U DR grupi nivo SPH ostao je
nepromenjen tokom ¢itavog vremena oporavka u poredenju sa vrednostima odgovarajuce
DR kontrole. Post hoc analiza pokazala je znacajan pad ekspresije SPH od 24% u AL grupi
2. dana nakon povrede u odnosu na DR grupu zivotinja ($p<0,05). Nije uocena razlika u
ekspresiji SPH izmedu kontrolnih AL i DR Zivotinja.
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Slika 23. Promene u ekspresiji SPH u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga AL i DR
Zivotinja nakon povrede. Western blot analiza. Relativhe vrednosti nivoa SPH su
normalizovane u odnosu na ekspresiju B-aktina. Rezultati su izrazeni kao procenat (%)
promene u odnosu na kontrolnu vrednost (fizioloska kontrola 100%). Prikazan je
reprezentativni imunoblot. *p<0,05 u odnosu na AL kontrolu.

Ekspresija SPH pracena je 1 imunohistohemijskom metodom (Slika 24). Izrazeno
imunobojenje na SPH detektovano je samo u DR grupi i to 7. dana nakon povrede. Za
razliku od DR grupe, na presecima mozga AL Zivotinja nije uoc¢ena imunoreakcija u 7.
danu nakon povrede. SPH imunobojenje nije uoceno u ostalim vremenskim tackama
nakon povrede ni u AL niti u DR grupi Zivotinja. Imunohistohemijskom analizom nisu

otkrivene razlike u ekspresiji SPH proteina izmedu kontrolnih AL i DR zivotinja.
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Slika 24. SPH imunobojenje kod AL i DR Zivotinja 2, 7, 14. i 28. dana nakon
povrede. Reprezentativni preseci mozgova AL (leva kolona) i DR (desna kolona) Zivotinja;
Uvelicanje 5x; Skala 200um; kontrola, 2, 7, 14, 28. - dani nakon povrede.
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4.7. Uticaj dijetalne restrikcije na nivo ukupnog i fosforilisanog GR-a u
ipsilateralnoj kori prednjeg mozga pacova nakon povrede

Promene nivoa ukupnog GR-a (94kDa) u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga
pacova pracene su Western blot analizom u periodu od 2. do 28. dana nakon povrede
(Slika 25). Dvofaktorska ANOVA pokazala je da ne postoje znacajni efekti za faktore

vreme i dijetalna restrikcija, kao ni za njihovu interakciju.
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Slika 25. Promene u ekspresiji GR-a u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga AL i DR
Zivotinja nakon povrede. Western blot analiza. Relativne vrednosti nivoa GR-a su
normalizovane u odnosu na ekspresiju B-aktina. Rezultati su izrazeni kao procenat (%o)
promene u odnosu na kontrolnu vrednost (fizioloska kontrola 100%). Prikazan je
reprezentativni imunoblot.

Western blot analizom pracene su i promene u ekspresiji fosfoizoforme GR-a,
(pGR) koja nastaje fosforilacijom na Serinu 211 i smatra se surogat markerom aktivnosti
GR (Slika 26). Dvofaktorska ANOVA pokazala je znacajan efekat faktora dijetalne
restrikcije (F(1,40)=13,400; p<0.05), vremena (F(4,40)=16,279; p<0.05) kao i interakcije
faktora restrikcija i vreme (F(4,40)=5,603; p<0.05). Nivo ekspresije pGR bio je znacajno
povecan kod obe grupe zZivotinja (AL 1 DR) u svim vremenskim tackama (2, 7, 14. i 28.

dan) nakon povrede u poredenju sa odgovarajuéim kontrolama. U AL grupi zivotinja nivo
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ekspresije bio je povecan za: 63% u 2. danu, 68% u 7. danu, 136% u 14. danu i 89% u 28.
danu nakon povrede u poredenju sa odgovarajucom AL kontrolom (*p<0.05). U DR grupi
zivotinja nivo ekspresije pGR bio je povecan za: 111% u 2. danu, 225% u 7. danu, 129% u
14. danu i 104% u 28. danu nakon povrede u poredenju sa odgovarajucom kontrolom za
DR grupu (#p<0.05). Post hoc analiza pokazala je znacajan porast nivoa fosfoizoforme u 7.
danu u DR grupi u odnosu na vrednosti dobijene za AL grupu u istoj vremenskoj tacki

($p<0.05). Nije uocena razlika u ekspresiji pGR izmedu kontrolnih AL i DR Zivotinja.
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Slika 26. Promene u ekspresiji pGR u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga AL i DR
Zivotinja nakon povrede. Western blot analiza. Relativne vrednosti nivoa pGR su
normalizovane u odnosu na ekspresiju -aktina. Rezultati su izrazeni kao procenat (%)
promene u odnosu na kontrolnu vrednost (fizioloska kontrola 100%). Prikazan je
reprezentativni imunoblot. *p<0,05 u odnosu na AL kontrolu; #p<0,05 u odnosu na DR
kontrolu; $p<0,05 u odnosu na odgovarajucu vremensku tacku za AL.
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4.8. Uticaj dijetalne restrikcije na ekspresiju p65 subjedinice NF»B proteina u
ipsilateralnoj kori prednjeg mozga pacova nakon povrede

Western blot analizom je utvrdeno da povreda mozga dovodi do promene
ekspresije p65 subjedinice NF»B proteina kako kod AL, tako 1 kod DR Zivotinja (Slika 27).
Dvofaktorska ANOVA pokazala je znacajan efekat faktora dijetalne restrikcije
(F(1,50)=16,605; p<0.05), vremena (F(4,50)=8,164; p<0.05) kao i interakcije faktora
restrikcija x vreme (F(4,50)=06,774; p<0.05). U AL grupi ekspresija NFxB (p65) proteina
bila je znacajno povisena za 52% u 2. danu i 39% u 28. danu nakon povrede u poredenju sa
odgovaraju¢om AL kontrolom (*p<0.05). U DR grupi detektovan je znacajan porast nivoa
NFxB (p65) proteina u svim vremenskim tackama i to: 48% u 2. danu, 77% u 7. danu, 41%
u 14. danu 1 42% u 28. danu nakon povrede u poredenju sa odgovarajuéom DR kontrolom
($p<0.05). Post hoc analiza pokazala je znacajan porast ekspresije NFxB (p65) proteina u
DR grupi u 7. danu nakon povrede (76%) u poredenju sa odgovarajucom vremenskom
tackom za AL grupu (#p<0.05). Nije uocena razlika u ekspresiji p65 subjedinice NFxB

proteina izmedu kontrolnih AL 1 DR Zivotinja.
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Slika 27. Promene u ekspresiji NFxB proteina u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga
AL i DR Zivotinja nakon povrede. Western blot analiza. Relativne vrednosti nivoa NFxB
proteina su normalizovane u odnosu na ekspresiju B-aktina. Rezultati su izrazeni kao
procenat (%) promene u odnosu na kontrolnu vrednost (fizioloska kontrola 100%).
Prikazan je reprezentativni imunoblot. *p<0,05 u odnosu na AL kontrolu; #p<0,05 u
odnosu na DR kontrolu; $p<0,05 u odnosu na odgovaraju¢u vremensku tacku za AL.
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4.9. Uticaj dijetalne restrikcije na ekspresiju iRNK za Bcl-2 i Bcl-xL u ipsilateralnoj
kori prednjeg mozga pacova nakon povrede

U ipsilateralnoj kori prednjeg mozga pacova RT PCR metodom je pokazano da
povreda mozga utice na ekspresiju iIRNK za antiapoptotske gene Bcl-2 (Slika 28A) 1 Bel-x1
(Slika 28B) u obe grupe zivotinja (AL i DR).

Analiza rezultata (dvofaktorska ANOVA) za promene Bcl-2 iRNK ukazala je na
znacajan efekat faktora dijetalne restrikcije (F(1,40)=74,247; p<0.05), vremena
(F(4,40)=22,725; p<0.05), kao 1 interakcije faktora restrikcija x vreme (F(4,40)=15,668;
p<0.05). U AL grupi zivotinja nivo ekspresije iIRNK za Bcl-2 bio je znac¢ajno snizen tokom
c¢itavog perioda nakon lezije u poredenju sa odgovaraju¢om AL kontrolom (*p<0.05) i to
za: 42% u 2. danu, 35% u 7. 1 14. danu i 45% u 28. danu. U DR grupi pad u ekspresiji
iIRNK za Bcl-2 u 2. danu (39%) je pracen povecanjem u 14. danu (37%) nakon povrede, u
poredenju sa odgovaraju¢om DR kontrolom (#p<0.05). Post hoc analiza pokazala je u DR
grupi znacajan porast ekspresije iRNK za Bcl-2 u 7, 14. i 28. danu nakon povrede u
poredenju sa odgovaraju¢om vremenskom tackom za AL grupu (Slika 28A; $p<0.05).

Dvofaktorska ANOVA za Bcl-xL ukazala je na znacajan efekat faktora dijetalne
restrikcije (F(1,40)=28,767; p<0.05), vremena (F(4,40)=13,135; p<0.05) kao i interakcije
faktora restrikcija x vreme (F(4,40)=4,093; p<0.05). U AL grupi Zivotinja ekspresija iRNK
za Bcl-xL bila je znacajno snizena tokom citavog perioda nakon lezije (2.- 28. dana) u
poredenju sa odgovaraju¢om AL kontrolom 1 to za: 41% u 2. danu, 32% u 7. danu, 36% u
14. danu i1 31% u 28. danu nakon povrede (Slika 28B; *p<0.05). U DR grupi zivotinja,
ekspresija iRNK za Bcl-xt bila je znacajno snizena samo u 2. danu nakon povrede (34%),
dok je u 7. danu nakon povrede bila znacajno povecana (18%) u odnosu na odgovaraju¢u
DR kontrolu (Slika 28B; #p<0.05). Post hoc analizom utvrden je znacajan porast ekspresije
iIRNK za Bcl-xLu DR grupi u 7. i1 14. danu nakon povrede u poredenju sa odgovaraju¢om
vremenskom tackom za AL grupu (Slika 28B; $p<0.05). Nije uocena razlika u ekspresiji

iIRNK za Bcl-2 i Bel-x1 izmedu kontrolnih AL i DR Zivotinja.
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Slika 28. Zastupljenost iRNK za Bcl-2 (A) i Bcl-XL (B) kod AL i DR Zivotinja
nakon nakon povrede. Rezultati su dobijeni ~ RT-PCR analizom ipsilateralne
senzomotorne kore mozga AL i DR zivotinja, 2, 7, 14. i 28. dana nakon povrede i
predstavljeni kao procenat promene (srednja vrednost relativne zastupljenosti + standardna
greska) u odnosu na vrednosti za kontrolu (FK predstavljena kao 100%). Grafiku je
pridruzen reprezentativni gel; *p<0,05 u odnosu na AL kontrolu; #p<0,05 u odnosu na
DR kontrolu; $p<0,05 u odnosu na odgovarajucu vremensku tacku za AL.
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4.10. Uticaj dijetalne restrikcije na ekspresiju 113-HSD1 proteina u ipsilateralnoj kori
prednjeg mozga pacova nakon povrede

Promene nivoa ekspresije 113-HSD1 proteina u ipsilateralnoj kori prednjeg mozga
pacova u periodu od 2. do 28. dana nakon povrede pracene su Western blot analizom
(Slika 29). Dvofaktorska ANOVA pokazala je znacajan efekat faktora dijetalne restrikcije
(F(1,50)=17,226; p<0.05), vremena (F(4,50)=12,784; p<0.05) kao i interakcije faktora
restrikcija x vreme (F(4,50)=7,825; p<0.05). Nivo ekspresije 113-HSD1 proteina bio je
znacajno povecan u AL grupi Zivotinja u svim vremenskim tackama i to: 22% u 2. danu,
39% u 7. danu, 37% u 14. danu i 32% u 28. danu nakon povrede u poredenju sa
odgovaraju¢om AL kontrolom (*p<0.05). U DR grupi nivo ekspresije 113-HSD1 proteina
bio je znacajno smanjen za 35% u 14. danu 1 50% u 28. danu nakon povrede u poredenju
sa odgovaraju¢com DR kontrolom (#p<0,05). Post hoc analiza pokazala je znacajan pad
nivoa 113-HSDT1 proteina u DR grupi u odnosu na AL grupu u svim vremenskim tackama
($p<0.05). Nije uocena razlika u ekspresiji 113-HSD1 proteina izmedu kontrolnih AL 1 DR

zivotinja.
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Slika 29. Promene u ekspresiji 113-HSD1 proteina u ipsilateralnoj kori
prednjeg mozga AL i DR Zivotinja nakon povrede. Western blot analiza. Relativne
vrednosti nivoa 113-HSD1 proteina su normalizovane u odnosu na ekspresiju 3-aktina.
Rezultati su izrazeni kao procenat (%) promene u odnosu na kontrolnu vrednost
(fizioloska kontrola 100%). Prikazan je reprezentativni imunoblot. *p<0,05 u odnosu na
AL kontrolu; #p<0,05 u odnosu na DR kontrolu; $p<0,05 u odnosu na odgovarajucu
vremensku tacku za AL.
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5. Diskusija



Istrazivanja u oblasti oporavka nervnog sistema nakon povrede zaokupljaju paznju
naucne javnosti vise od jednog veka (Ramon y Cajal, 1928). Veliki pomak je napravljen
pokazivanjem da su poteskoce u regeneraciji neurona CNS-a najvecim delom posledica
dejstva lokalnih procesa koji ne podrzavaju i/ili onemogucavaju regeneraciju (Richardson i
saradnici, 1980). Dugoro¢ni oporavak nakon povrede mozga, koji se odvija kroz procese
izrastanja neurita, sinapticke plasti¢nosti 1 regeneracije neurona, u velikoj meri je pod
uticajem molekula koji okruzuju neurone u vanéelijskom prostoru. Ovaj prostor naziva se
»vancelijski matriks® i upravo od sastava tog miljea u kome se neuroni nalaze zavisi i
njihova sudbina. Naime, ukoliko se osteceni neuroni nadu okruzeni permisivnim miljeom u
kome dominiraju faktori rasta — oni ¢e regenerisati 1 uspostavljati nove sinapse, $to Ce,
preneto na visi nivo, omoguciti ocuvanje funkcije datog regiona mozga. Ukoliko, pak,
neuroni budu okruzeni nepermisivnim miljeom u kome dominiraju inhibitorni molekuli —
oni nece regenerisati. Nemogucnost izrastanja neurita dovodi do gubitka kontakta sa
drugim neuronima u okruzenju i nemoguénosti ostvarivanja sinapsi, §to sve za posledicu
ima odumiranje datog neurona. Posmatrano na funkcionalnom nivou, odumiranje
odredenog broja neurona u odredenom regionu najcesée povlaci za sobom i ostecenje ili
gubitak odredene funkcije. To zapravo znaci da ¢e od vrste molekula koji dominiraju u
vancelijskom prostoru mozga u datom trenutku, zavisiti ¢itav proces oporavka nakon
povrede.

Iako aktivacija mikroglijskih celija predstavlja sastavni deo odgovora CNS-a na
povredu, jos uvek nije u potpunosti razjasnjeno da li aktivirana mikroglija promovise
prezivljavanje neurona ili ove celije dodatno povecavaju stepen ostecenja neurona. Neki
rezultati ukazuju da mikroglijske ¢éelije imaju pozitivan efekat na indukciju neuroplasti¢nih
procesa nakon ishemije mozga (Madinier i saradnici, 2009). Veliki broj novijih podataka je
pokazao da imunosupresivne strategije koje dovode do inhibicije mikroglijske aktivacije,
istovremeno deluju i neuroprotektivno nakon traumatske ili ishemijske povrede mozga ili
kicmene mozdine (Hailer, 2008). Zbog toga je veliki broj istrazivanja usmeren u pravcu
pronalazenja nacina da se ublazi aktivacija mikroglijskih éelija u odgovoru na povredu
CNS-a, sa ciljem da se obezbedi $to bolji oporavak. Rezultati nasih istrazivanja su dali
znacajan doprinos ovakvom pristupu ukazujuéi da DR kao pretretman moze znacajno da
doprinese oporavku nervnog tkiva nakon ubodne lezije, izmedu ostalog i uticajem na

morfologiju i aktivnost mikroglijskih celija.
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U normalnom, intaktnom CNS-u, mikroglijske celije se nalaze u ramifikovanom
stanju, koje karakterise izrazita razgranatost nastavaka ovih celija sa izrazenom tercijarnom
1 kvarternernom strukturom grana (Raivich G, 2005). Kada se nalazi u ramifikovanom
stanju, mikroglija predstavlja dinamican 1 veoma efikasan sistem nadzora 1 zastite mozga.
Doslovno bilo koje patolosko stanje ili oStecenje CNS-a ¢e dovesti do aktivacije
mikroglijskih ¢elija 1 gubitka njihovog ,,mirujuceg® fenotipa (Raivich G, 2005; Hailer NP,
2008). Aktivirana mikroglija igra kljucnu ulogu u inflamatornom odgovoru koji traje satima
1 danima nakon traumatske povrede mozga.

Nasa istrazivanja su pokazala da iako ukupan broj mikroglijskih celija u
neposrednoj blizini lezije znacajno raste i kod AL i kod DR zZivotinja nakon povrede,
morfologija ovih celija se znacajno razlikuje u zavisnosti od rezima ishrane (Loncarevic-
Vasiljkovi¢ 1 saradnici, 2012). Tako je u najranijem periodu oporavka nakon povrede kod
AL zivotinja uoceno da mikroglijske Celije u krajnjim stupnjevima aktivacije (ameboidna i
okruglasta mikroglija) ¢ine ¢ak preko 80% ukupne populacije mikroglijskih celija. Iako u
AL grupi udeo aktivirane mikroglije u ukupnoj populaciji ovih ¢elija znacajno opada sa
vremenom oporavka, procenat aktivirane mikroglije ipak nastavlja da c¢ini preko 20%
ukupne populacije mikroglijskih ¢elija. Za razliku od toga, u DR grupi procentualna
zastupljenost aktivirane mikroglije tokom citavog posmatranog perioda od 28 dana nije
presla 15% od ukupne populacije mikroglijskih ¢elija. Iako je studija koju su sproveli Lee 1
saradnici (Lee 1 saradnici, 2003) pokazala da DR smanjuje proliferaciju mikroglije nakon
hemijski izazvane lezije, nasi rezultati su po prvi put pokazali da dijetalna restrikcija
primenjena pre povrede mozga, dovodi do evidentne inhibicije mikroglioze nakon
povrede. Ovaj rezultat je znacajan imajuc¢i u vidu da je pokazano da su aktivacija
mikroglijskih celija i njihovo pokretanje ka mestu povrede, a ne proliferacija, dovoljni za
pokretanje procesa neurodegeneracije nakon povrede (Rogove 1 saradnici, 2002).

Smatra se da odgovor mikroglije nije univerzalan, ve¢ da zavisi kako od regiona
tako i od vrste povrede (Carson i saradnici, 2007). Najprepoznatljivija uloga mikroglije u
odbrani mozga jeste uklanjanje celijskog debrisa fagocitozom, $to se desava tokom
infekcije, inflamacije, ishemije, prilikom traume kao i u slucaju smrti neurona (Thomas
WE, 1992; Gonzales-Scarano i Baltuch, 1999; Carson MJ, 2002; Danton i Dietrich, 2003).
Neki tipovi povrede mozga mogu podrazumevati remodelovanje ili ¢ak uniStavanje
specificnih regiona dendrita neurona kao odgovor na promenu aktivnosti, disfunkciju

neurita ili viSak neurotransmitera u vancelijskoj sredini. Na slican nacin, tokom razvica,
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odstranjivanje viska ekscitatornih sinapsi stiti od nastanka epileptogene aktivnosti u mozgu
adultnih zivotinja (Chu i saradnici, 2010). Smatra se da u adultnom CNS-u ovaj proces
uklanjanja sinapsi, a u tezim slucajevima patologije 1 remodelovanje samih neurita,
verovatno predstavlja protektivni mehanizam kako bi se limitirala sekundarna
neurodegeneracija (Kraft i Harry, 2011).

Iako sve uloge mikroglijskih ¢elija u aktivhosti mozga jos uvek nisu u potpunosti
rasvetljene, siroko je prihvaceno misljenje da ove celije u velikoj meri kontroliSu procese 1
ishod traumatske povrede mozga (Hopkins i Rothwell, 1995; Becher i saradnici, 2000).
Imajuéi u vidu razlicite regulatorne aktivnosti, kao i citav spektar citokina i hemokina koje
mikroglijske celije sintetiSu i oslobadaju, nije tesko zamisliti obim smetnji do kojih bi doslo

u funkcionisanju CNS-a ukoliko bi produkcija ovih supstanci izmakla kontroli.

Poznato je da aktivirana mikroglija igra klju¢nu ulogu u procesima inflamacije koji
pocinju svega nekoliko sati posle povrede i traju danima nakon toga. Aktivirane
mikroglijske celije predstavljaju glavni izvor proinflamatornih citokina u CNS-u (Hanisch
UK, 2002). Pokazano je da citokini (ukljucujudi i faktore rasta) imaju visestruke efekte na
razlicite populacije neurona. Postoje podaci da citokini potpomazu rast 1 diferencijaciju
neurona u kori mozga, hipokampusu, strijatumu i hipofizi u toku razvica. lako je fizioloska
uloga citokina u neurotransmisiji jo$ u velikoj meri nerazjasnjena, poznato je da oni mogu
modulisati oslobadanje neurotransmitera preko konstitutivno eksprimiranih receptorskih
kompleksa (Hanisch UK, 2001a, 2001b). Pokazano je da se oslobadanje acetilholina,
noradrenalina, dopamina, serotonina kao i y-aminobuterne kiseline (GABA) menja u
¢elijama pod tretmanom citokinima, kao §to su interleukini, interferoni i TNF-o (Rothwell 1
Hopkins, 1995; Hanisch UK, 2001a, 2001b). Na ovaj nacin citokini sintetisani u mikrogliji

mogu imati direktan uticaj na funkciju susednih neurona.

5.1. Efekat dijetalne restrikcije na procese inflamacije i neurodegeneracije nakon
povrede mozga

Ukoliko mikroglijske ¢elije duze vreme ostanu aktivirane i otpustanje citokina od
strane ovih Ccelija postaje obilno. Imajuéi u vidu da su citokini kljuéni posrednici
inflamatornog odgovora u mozgu u patoloskim stanjima (Owens i saradnici, 2005) to moze
dovesti do direktnog ometanja funkcija CNS-a. Na kraju, neki efekti mikroglije kao $to su
inhibicija proliferacije, indukcija apoptoze i toksicnost, mogu pretvoriti mikroglijske celije u

unutra$nji izvor potencijalno Stetnih faktora (Hanisch UK, 2002). Izgleda da neki od
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citokina koje nakon povrede predominantno sintetiSu i lu¢e mikroglijske celije, imaju
kritichu ulogu u neuropatoloskim dogadajima u mozgu. Jedan od njih je i TNF-a koji
predstavlja kljuéni proinflamatorni citokin (Hanisch UK, 2002; Kraft i saradnici, 2009;
Kraft 1 Harry, 2011). I dok je dejstvo nekih citokina indirektno i svodi se na ucesée u
procesima imunog odgovora ili na stimulaciju produkcije slobodnih radikala u glijskim
¢elijama, TNF-a moze biti direktno toksican za oligodendrocite i neurone (Hanisch UK,
2001a). Treba, medutim, naglasiti da ¢e od nivoa ekspresije TNF-a zavisiti i njegov uticaj
na celiju. Naime, smatra se da nizak nivo ovog citokina ima neuroprotektivno dejstvo,
odnosno da moze zastititi CNS od ostecenja nastalih usled ekscitotoksi¢nosti, hipoksije,
hipoglikemije i traumatskih povreda (Cheng i saradnici, 1994; Mattson i saradnici, 1995;
Bruce i saradnici, 1996). Sa druge strane, citav niz studija je pokazao da je visok nivo TNF-
o neurotoksican i da ima veoma Stetne efekte na mozak (Shohami i saradnici, 1996;
Venters i saradnici, 2000; Harry 1 saradnici, 2008).

Ranije studije su pokazale da se ekspresija i sekrecija TNF-a naglo povecavaju u
neuronima do cetvrtog sata nakon povrede, a da se to povecanje javlja kao posledica
ekscitotoksicnih dogadaja na nivou sinapse (Bruce-Keller AJ, 1999). Pojacana sekrecija
TNF-a od strane neurona dovodi do indukcije proliferacije okolnih mikroglijskih celija i
stimuli$e njihovu aktivaciju. Aktivirane mikroglijske celije nastavljaju da eksprimiraju TNF-
o u periodu od 2. do 5. dana nakon povrede, $to dovodi do odrzavanja i pojacavanja
inflamatorne kaskade (Arvin 1 saradnici, 1995; Bruce-Keller AJ, 1999).

Nase studije su pokazale da se jaka indukcija TNF-o proteina javlja u kori prednjeg
mozga AL Zivotinja veoma rano, ve¢ 2. dana nakon povrede. Medutim, kod Zzivotinja koje
su hranjene restriktivno, TNF-a protein nije detektovan ni u jednoj vremenskoj tacki
nakon povrede (Loncarevi¢-Vasiljkovi¢ 1 saradnici, 2012). Indukcija solubilnog TNF-o
proteina se kod AL zivotinja vremenski poklapa sa maksimumom aktivacije mikroglijskih
¢elija, Istovremeno kod DR zivotinja kod kojth mikroglija uglavnom zadrzava morfologiju
mirujuée glije, nije detektovana indukcija TNF-a proteina ni u jednoj vremenskoj tacki
oporavka nakon povrede. S obzirom na vremenski profil aktivacije mikroglije i indukcije
solubilnog TNF-a proteina, mozemo predpostaviti da TNF-o vodi poreklo upravo od
mikroglijskih ¢elija. Medutim, neophodne su dodatne studije koje bi pokazale koji tip ¢elija
je direktno odgovoran za uocenu indukciju ovog citokina u nasem modelu. Imajuéi u vidu

da TNF-a predstavlja jedan od glavnih proinflamatornih citokina, direktno ukljuc¢enih u
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otpocinjanje 1 Sirenje sekundarne povrede, suprimiranje indukcije ovog citokina moglo bi
voditi redukciji obima sekundarne povrede.

Poznato je da inflamatorni procesi do kojih dolazi nakon povrede, na kraju dovode
do degeneracije 1 apoptoze neurona (Veenith 1 saradnici, 2009). Iako se pretpostavlja da
pojacana ekspresija TNF-a proteina dovodi do pokretanja apoptotskog puta, spoljasnji
signalni putevi koji dovode do apoptoze nakon povrede CNS-a jo§ uvek nisu u potpunosti
razjasnjeni. Medutim, pokazano je da se unutarcelijski apoptotski signali koji vode do
zajednicke krajnje tacke, odnosno aktivacije kaspaze-3, javljaju podjednako i u neuronima i
u glijskim celijama nakon povrede kicmene mozdine (Emery i saradnici, 1998; Hayashi 1
saradnici, 1998; Springer i saradnici, 1999; Beattie 1 saradnici, 2000; Citron i saradnici, 2000,
Li i saradnici, 2000; Springer 1 saradnici, 2000). Slicno tome, postoje brojni dokazi o
aktivaciji kaspaze-3 1 u drugim tipovima povrede CNS-a, ukljucujudi i traumatsku povredu
mozga, kao i ishemiju/mozdani udar (Gottron i saradnici, 1997; Hara i saradnici, 1997,
Yakovlev i saradnici, 1997; Endres i saradnici, 1998; Ni i saradnici, 1998; Pike i saradnici,
1998; Velier i saradnici, 1999; Clark i saradnici, 2000; Eldadah i Faden, 2000; Shibata i
saradnici, 2000; Zhu i saradnici, 2000). Brojne 7z vitro studije su pokazale da je aktivacija
kaspaze-3 inicirana, barem delom, ushodnim dogadajima koji dovode do oslobadanja
citohroma c iz mitohondrija (Liu i saradnici, 1996; Kluck 1 saradnici, 1997; Bossy-Wetzel i
saradnici, 1998; Skulachev, 1998; Yang i Cortopassi 1998; Slee i saradnici, 1999). Citohrom
¢ zatim stupa u interakciju sa Apaf-1 (engl. apoptosis protease activating factor-1) 1 dovodi
do aktivacije kaspaze-9, koja predstavlja ushodni aktivator kaspaze-3 (Liu 1 saradnici, 1996;
Kluck i saradnici, 1997; Skulachev, 1998; Slee i saradnici, 1999). Medutim, vremenski i
prostorni obrazac pokretanja signalnih puteva koji dovode do aktivacije kaspaze-3 razlikuje
se u zavisnosti od tipa i jacine povrede. U slucaju traumatske povrede mozga, aktivirana
kaspaza-3 uocena je u povredenoj kori mozga u periodu od 6 do 72 sata nakon povrede
(Beer i saradnici, 2000). Eksperimenti dvojnog obelezavanja pokazali su da je aktivna
kaspaza-3 prisutna u neuronima, astrocitima i oligodendrocitima (Beer i saradnici, 2000).
Nasi rezultati su, u skladu sa pomenutom literaturom, pokazali da se jaka indukcija aktivne
kaspaze-3 javlja u povredenoj kori prednjeg mozga kod AL zivotinja drugog dana nakon
povrede. Medutim, kod zivotinja koje su bile na restriktivnom rezimu ishrane aktivna
kaspaza-3 nije detektovana (Loncarevi¢-Vasiljkovic i saradnici, 2012).. Iako nasi rezultati ne
daju direktan podatak o tome koiji tip ¢elija eksprimira kaspazu-3 nakon povrede i u kojoj

meri, ¢injenica da se indukcija kaspaze-3 u AL grupi zivotinja vremenski poklapa sa
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masovnom degeneracijom neurona oko samog mesta povrede, navodi na pretpostavku da
uocena kaspaza-3 kod AL zivotinja moze poticati upravo iz neurona. Pored toga, studije su
pokazale da je procenat neurona koji eksprimiraju aktivnu kaspazu-3 daleko veci od
procenta astrocita i oligodendrocita koji eksprimiraju aktivhu kaspazu-3 u prvih 72 sata
nakon povrede (Beer 1 saradnici, 2000).

Cinjenica da se i jaka indukcija kaspaze-3 i masovna neurodegeneracija javljaju kod
AL zivotinja 48 sati nakon povrede, navodi na pretpostavku da uocena kaspaza-3 moze
poticati iz neurona. Iako su neophodna dalja istrazivanja kako bi se utvrdilo da li je uocena
neurodegeneracija kaspazno-zavisna u prilog ovoj pretpostavci ide 1 ¢injenica da kod DR
zivotinja kod kojih nije detektovana indukcija aktivne kaspaze-3, nisu uoceni neuroni u
procesu degeneracije. S obzirom da aktivna kaspaza-3 moze igrati veoma vaznu ulogu u
neurodegenerativnim procesima nakon traumatske povrede mozga (Beer i saradnici, 2000;
Springer JE, 2002), supresija indukcije kaspaze-3 koja je uocena kod DR Zivotinja moze
zastititi neurone od apoptoze izazvane procesima sekundarne povrede. Imajuci u vidu da
ishod nakon povrede direktno zavisi od broja izgubljenih neurona, smrt nervnih celija
predstavlja najveci problem povezan sa loSom prognozom nakon TBI. Upravo zbog toga,
u proslosti su razvijane mnoge strategije u pokusaju da se umanji gubitak nervnih celija
nakon povrede. Rezultati prezentovani u ovoj studiji su pokazali da DR ima
neuroprotektivno dejstvo, s obzirom da je ovaj rezim ishrane uspeo u potpunosti da

suprimira sekundarnu neurodegeneraciju i neuroapoptozu izazvane povredom.

5.2. Efekat dijetalne restrikcije na procese plasticnosti nakon povrede mozga

Smrt neurona kao direktna posledica procesa inflamacije u okviru sekundarne
povrede, predstavlja samo jedan aspekt negativnih dogadaja koji pogadaju nervne celije u
periodu oporavka nakon povrede mozga. Naime, dogadaji koji slede nakon akutne faze
inflamacije, danima i nedeljama nakon povrede, za rezultat imaju stvaranje nepermisivne
sredine koja ne dozvoljava izrastanje neurita vijabilnih neurona oko samog mesta povrede.
Smatra se da centralnu ulogu u ovim procesima igraju astrociti. Nasi rezultati su u skladu sa
literaturom koja je pokazala da je izrazena aktivacija astrocita nakon povrede adultnog
mozga uvek asocirana sa odsustvom regeneracije aksona (Lefrangois i saradnici, 1997).
Naime, poznato je da je regenerativni kapacitet adultnog CNS-a izuzetno ogranicen i da,
prema preovladujuéem misljenju, uspesna regeneracija u adulthnom mozgu moze zahtevati

manipulisanje kako sustinskim karakteristikama samih neurona, tako i okruzenja u kome se
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ti neuroni nalaze (Goldberg i Barres, 2000; Cho i saradnici, 2005; Blackmore i Letourneau,
20006). Presinapticki proteini GAP-43 1 SPH su usko povezani sa reorganizacijom aksona i
sinaptogenezom u mozgu nakon povrede. GAP-43 direktno ucestvuje u procesima rasta
aksona, formiranju novih veza medu neuronima, remodelovanju sinapsi, kao i grananju
aksona nakon povrede, dok SPH ukazuje na promene u nivou sinapse (Masliah i saradnici,
1991; Benowitz 1 Routtenberg, 1997). Dosadasnji podaci koji se ti¢u ekspresije GAP-43
nakon povrede su kontradiktorni. Iako je Siroko prihvaceno da povreda mozga izaziva
prekomernu ekspresiju GAP-43, takode postoje 1 podaci da ekspresija ovog proteina ostaje
nepromenjena nakon povrede, pa ¢ak i podaci da pada ispod nivoa zabelezenog u
intaktnom mozgu (Elliot i saradnici, 1997; Hulsebosch i saradnici, 1998; Singh i saradnici,
2003). Nasa studija je pokazala da ekspresija GAP-43 proteina pokazuje tendenciju pada u
AL grupi zivotinja nakon povrede, dok je pretretman u vidu dijetalne restrikcije uspeo da
odrzi ekspresiju ovog proteina na kontrolnom nivou. Razlike u ekspresiji GAP-43 proteina
izmedu AL 1 DR zivotinja su jo$ uocljivije ukoliko se posmatra sam region oko mesta
lezije. Tako se u mozgu DR Zivotinja uocava intenzivno imunobojenje na GAP-43 oko
samog mesta lezije u 7. danu nakon povrede, dok to nije slucaj kod AL Zzivotinja
(Loncarevi¢-Vasiljkovi¢ 1 saradnici, 2009). U osnovi, nasi podaci su u skladu sa studijama
koje su pokazale da se GAP-43 imunoreakcija javlja u prvim danima nakon povrede, da bi
se zatim u roku od 30 dana nakon povrede vratila na kontrolni nivo (Stroemer 1 saradnici,
1995; Hulsebosch 1 saradnici, 1998). Imajuci u vidu da je rast neurita gotovo uvek povezan
sa povecanom ekspresiom GAP-43 proteina (Hulsebosch 1 saradnici, 1998), bilo bi
interesantno u daljim istrazivanjima ispitati da li uoceni porast ekspresije ovog proteina kod
DR Zivotinja znaci i da je doslo do regeneracije 1 grananja aksona neurona koji okruzuju

povredu.

Uzimajuéi u obzir da sama ekspresija GAP-43 proteina nije dovoljan uslov da bi
doslo 1 do potpune funkcionalne regeneracije ostecenih aksona, oc¢uvanje funkcija mozga
direktno zavisi od sinaptogeneze nakon povrede. Rezultati dobijeni u okviru ove studije su
pokazali da se, na nivou Ccitave ipsilateralne kore mozga, nivo ekspresije SPH iRNK i
proteina nije promenio nakon povrede, niti kod AL niti kod DR Zzivotinja. Medutim,
posmatrano na nivou same povrede kod DR zivotinja je uoceno izrazito imunobojenje na
SPH neposredno oko mesta lezije (Loncarevi¢-Vasiljkovi¢ 1 saradnici, 2009). Dosadasnijt
literaturni podaci vezani za ekspresiju SPH nakon povrede su oprecni. Naime, SPH se

Cesto koristi kako bi se odredio broj nervnih zavrSetaka tokom neuroanatomskog
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remodelovanja, pri ¢emu se smatra da povecanje kolicine SPH znaci povecanje broja
sinapsi (Masliah i saradnici, 1991). Sa druge strane novije studije su pokazale vezu izmedu
akumulacije SPH u presinapsi 1 inhibicije sinaptickog transporta, §to predstavlja osnovu za
nastanak disfunkcije datog regiona (Shoyo 1 Kibayashi, 2006). Posmatrajuéi nase rezultate
kroz prizmu pomenute literature, povec¢anje SPH imunobojenja uoc¢eno kod DR zivotinja
oko mesta povrede moze biti pokazatelj povecane sinapticke plasticnosti u povredenom
regionu, ali isto tako mozZe ukazivati i na pocetak neurodegeneracije. Cinjenica da se SPH
imunobojenje vremenski podudara sa GAP-43 imunobojenjem, navodi na predpostavku da
je doslo do remodelovanja sinapsi u tkivu koje okruzuje mesto povrede. Dobijeni rezultati
ukazuju na sposobnost DR da menja plasticna svojstva povredenog regiona kore mozga

pacova.

5.3. Efekat dijetalne restrikcije na astroglijske celije nakon povrede mozga

Smatra se da astrociti obezbeduju potporu i usmeravaju aksone pri izrastanju i
pomazu u poboljsanju funkcionalnog oporavka nakon povrede CNS-a (Privat, 2003).
Medutim, treba napomenuti da produzena aktivacija astrocita postaje Stetna za izrastanje
aksona. Hipertrofirani nastavci astrocita stvaraju gustu mrezu oko mesta povrede i
oslobadaju u okolnu sredinu inhibitorne supstance, pre svega inhibitorne proteoglikane. Na
ovaj nacin glijski oziljak, koji pretezno formiraju reaktivni astrociti, predstavlja i fizicku i
hemijsku prepreku regeneraciji aksona i njihovom ponovnom funkcionalnom povezivanju
(Cafferty 1 saradnici, 2007; Rolls i saradnici, 2009). Rezultati nase studije su pokazali da
restriktivni rezim ishrane ima kapacitet da u velikoj meri suprimira morfoloske promene
astrocita vezane za njihovu aktivaciju. Pored toga, u poredenju sa AL Zivotinjama, DR je u
znacajnoj meri suprimirala 1 ekspresiju inhibitornog proteoglikana neurokana u svim
tackama oporavka nakon povrede.

Veliki broj 7z vitro 1 in vive studija je pokazao da kada se iskljuce geni za GFAP i
vimentin dolazi do redukcije aktivacije astrocita, uz istovremeno poboljsano prezivljavanje i
regeneraciju neurona nakon povrede CNS-a (Pekny i saradnici, 1999; Menet 1 saradnici,
2003; Wilhelmsson i saradnici, 2004). Iz ovoga proizilazi da odsustvo intermedijarnih
filamenata, GFAP-a i vimentina, modifikuje morfoloske osobine reaktivnih astrocita
onemogucavajuci na taj nacin stvaranje glijske barijere oko mesta povrede. Studije na
¢elijskoj kulturi su pokazale da je i samo odsustvo GFAP-a dovoljno za ovaj efekat (Menet

1 saradnici, 2000, 2001) Smatra se da je odsustvo GFAP-a u astrocitima povezano sa
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biohemijskim promenama u sastavu vancelijske sredine (Menet i saradnici, 2001), $to je
praceno poboljsanjem u prezivljavanju neurona, kao i boljim izrastanjem neurita nakon
povrede. Pretpostavka je da osim modifikacije morfologije reaktivnih astrocita, odsustvo
GFAP-a menja ravnotezu izmedu molekula vancelijske sredine koji pomazu regeneraciju
neurita i onih koji ovaj proces onemogucavaju (Davies i saradnici 1999; Bradbury i
saradnici, 2002).

Nasi rezultati su pokazali da restriktivni rezim ishrane, osim znacajnih efekata na
morfologiju astrocita ima kapacitet da znacajno snizi ekspresiju GFAP proteina tokom
posmatranog perioda oporavka nakon povrede kore mozga pacova (Loncarevi¢-Vasiljkovié
1 saradnici, 2009). Imajuci u vidu ¢injenicu da je supresija ekspresije GFAP proteina bila
pracena i znacajnom supresijom indukcije neurokana mozemo reci da su dobijeni rezultati
u skladu sa prethodno pomenutom literaturom. Pored toga, rezultati dobijeni za proteine
koji u€estvuju u izrastanju neurita i sinaptogenezi (GAP-43 i SPH) mogu se posmatrati kao
logi¢na posledica pomenutih efekata DR na astrocite. Naime, snizena ekspresija GFAP
proteina, gubitak reaktivnog fenotipa astrocita, ali i snizena ekspresija neurokana uocena
kod DR Zivotinja korelira sa pojacanom ekspresijom GAP-43 i SPH proteina oko mesta
povrede. Ovo bi moglo ukazivati na to da dijetalna restrikcija ima sposobnost da regulise
ekspresiju GFAP proteina, §to za posledicu ima supresiju aktivacije astrocita i smanjeno
lucenje neurokana. Pretpostavljamo da su ovi dogadaji znacajni za stvaranje permisivne
sredine u kojoj neuroni mogu pokrenuti procese regeneracije 1 izrastanja neurita, a zatim 1
sinaptogeneze, koja bi finalno mogla voditi i do boljeg funkcionalnog oporavka nakon
povrede.

Postoje podaci da u odsustvu GFAP-a i vimentina, astrociti imaju morfologiju koja
je karakteristicna za nezrele astrocite (Gimenez y Ribotta, 2000; Menet i saradnici, 2001). U
nezrelom CNS-u, aksoni mogu nesmetano regenerisati ¢ak 1 kroz samo mesto lezije
(Saunders i saradnici, 1995). Cini se da u osnovi ovog fenomena lei redukcija glijskog
oziljka, $to u velikoj meri potpomaze stvaranju permisivne sredine za rast i regeneraciju
aksona (Barrett 1 saradnici, 1984). lako mehanizam kojim DR suprimira astrogliozu 1
redukuje stvaranje glijskog oziljka ostaje nepoznat, na osnovu dobijenih rezultata, ali i
opisane literature, mozemo da napravimo paralelu izmedu procesa koji se odvijaju u mozgu
neonatalnih Zivotinja i zivotinja na restriktivhom rezimu ishrane. Pitanje da li je moguce da
dijetalna restrikcija na neki nacin ,,vra¢a® astrocite u njthovu neonatalnu formu, ¢inedi ih

potporom regeneraciji 1 rastu aksona, pak, ostaje izazov za naredna istrazivanja.
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Pored pomenutih inhibitornih proteoglikana, bitnu ulogu u inhibiciji izrastanja
neurita nakon povrede igra i TNF-a. Naime, 7z vitro studije su pokazale da TNF-a,
poreklom iz glijskih ¢elija, osim uloge u inflamatornom odgovoru i ¢elijskoj smrti, moze
inhibirati izduzivanje i grananje neurita tokom razvi¢a ili u toku regeneracije (Neumann i
saradnici, 2002). Smatra se da TNF-a ove efekte postize, kao i neurokan, aktivacijom male
RhoA GTPaze u neuronima (Neumann i saradnici, 2002).

I pored svih nabrojanih negativnih uticaja aktiviranih glijskih ¢elija na procese
oporavka nakon povrede mozga, glijske cdelije su ipak neophodne za normalno
funkcionisanje kako intaktnog, tako i povredenog mozga. Mikroglijske i astroglijske celije
¢ak i u aktiviranom stanju sintetiSu i luce troficke faktore koji pozitivho deluju na rast i
regeneraciju neurita (Shein 1 saradnici, 2008; Wang 1 saradnici, 2008; Buffo i saradnici,
2009). Studije su pokazale da je potpuno uklanjanje astrocita imalo za posledicu vece
sirenje povrede i veci stepen neurodegeneracije oko mesta lezije, usled nesmetanog Sirenja
inflamatornih celija po okolnom tkivu (Faulkner i saradnici, 2004). Dakle, zbog mesovite
prirode mikroglijskih i astroglijskih produkata (kako Stetnih tako 1 zastitnih faktora),
sveobuhvatna uloga glijskih celija moze varirati u razlicitim vremenskim tackama nakon
povrede, od veoma Sstetnih efekata koji preovladuju rano (u satima i danima) do
protektivnih 1 regenerativnih koji se desavaju kasnije (u nedeljama) nakon povrede (Wang i
saradnici, 2007). Ono $to je bitno naglasiti jeste da dijetalna restrikcija nije dovela do
smanjenja broja glijskih ¢elija u mozgu nakon povrede, ve¢ je samo suprimirala prelazak
ovih ¢elija u aktivirano stanje. Nasi rezultati navode na predpostavku da je DR na neki
nacin promenila ,aktivacioni program® glijskih celija nakon povrede. a sam mehanizam
kojim je DR postigla ovaj efekat, ostaje predmet buducih studija.

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju daju nam pregled dogadaja nakon povrede
kore prednjeg mozga pacova, kao i uvid u efekte koje na te dogadaje ima restriktivni rezim
ishrane. Naime, nadi rezultati su pokazali da dijetalna restrikcija suprimira aktivaciju
mikroglije i indukciju TNF-«, ali i indukciju kaspaze-3 i pokretanje sekundarne smrti
neurona. Pored toga, dijetalna restrikcija suprimira aktivaciju astrocita 1 sintezu neurokana,
dok sa druge strane promovise indukciju GAP-43 i sinaptofizina, proteina ukljucenih u rast

aksona i formiranje sinapsi.

Posmatrajuéi nase rezultate kroz prizmu dosadasnjih istrazivanja iz oblasti, mogli
bismo samo izneti hipoteze, ali ne i tvrdnje, na koji nacin dijetalna restrikcija menja tok

dogadaja nakon povrede, od nepovoljnog, ka ocigledno povoljnijem ishodu. Ono sto
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predstavlja upadljivu karakteristiku svih navedenih procesa sekundarne povrede jeste
prisustvo TNF-a proteina u svakom njenom segmentu. Poznato je da TNF-o, kao jedan od
glavnih proinflamatornih citokina igra veoma vaznu ulogu u ¢itavom nizu procesa nakon
povrede mozga. Naime, neuroni oste¢eni u toku nastanka primarne povrede luce TNF-« i
pokrecu aktivaciju mikroglije, $to za posledicu ima pokretanje sinteze mikroglijskog TNF-o
proteina (Bruce-Keller A, 1999; Block 1 saradnici, 2007; McCoy 1 Tansey, 2008), aktivaciju
astroglijskih celija 1 pokretanje sinteze astroglijskog TNF-a proteina (Munoz-Fernandez i
Fresno, 1998; Neuman 1 saradnici, 2002; Zhang i saradnici, 2010), pokretanje
unutarcelijskih mehanizama koji za krajnji ishod imaju smrt neurona (Baud i Karin, 2001;
Pickering i saradnici, 2005), pokretanje sinteze inhibitornih proteoglikana u astrocitima
(Asher i saradnici, 2000), ali 1 direktnu inhibiciju rasta neurita aktivacijom Rho GTP-aza
(Neumann i saradnici, 2002). Poznato je da se novija farmakoloska 1 klinicka istrazivanja u
znac¢ajnoj meri usmeravaju ka trazenju multifunkcionalnih agenasa koji bi delovali na
razlic¢itie mehanizme povrede (Stoica 1 saradnici, 2009). Ostaje pitanje na koji nacin DR
dovodi do uocenih promena, odnosno da li utice na konkretan rani dogadaj, blokirajuci
tako pokretanje cCitave kaskade nishodnih dogadaja, ili upravo poput ,,multifunkcionalnog
agensa® utiCe na vise aspekata sekundarne povrede. Odnosno, da li je uocena supresija
indukcije solubilnog TNF-o proteina uzrok ili posledica delovanja dijetalne restrikcije?
Buduca istrazivanja ¢e se baviti promenama u ekspresiji enzima TACE koji dovodi do
nastanka solubilnog TNF-a, kao i anti-inflamatornim citokinima (IL-4, I11.-10, 1L.-13) koji
inhhibiraju nastanak solubilnog TNF-a. Do sada je pokazano da primena inhibitora TACE

moze da doprinese redukciji povrede mozga usled ishemije (Wang 1 saradnici, 2004).

5.4. Efekat dijetalne restrikcije na koncentraciju kortikosterona u serumu i uticaj
ovog hormona na procese sekundarne povrede

Cinjenica da se veéina procesa u okviru sekundarne povrede odigrava relativno
kasno (satima i danima nakon povrede) c¢ini ith podloznim razlic¢itim terapeutskim
intervencijama. Klinicki tretmani koji se standardno koriste u terapiji traumatske povrede
mozga baziraju se na terapiji glukokortikoidima (engl glucocorticoids, GC) (Gulino 1
saradnici, 2009; Chang i saradnici, 2009). Poznato je da GC deluju direktno na procese
inflamacije, Sto za posledicu ima sprecavanje Sirenja sekundarne povrede 1 posledicnu
neuroprotekciju (Rhodes JK., 2003). Medutim, s obzirom na citav niz procesa u koje su

GC ukljuceni, pored korisnih, postoje i brojni nezeljeni efekati ove vrste tretmana (Chen i
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saradnici, 2010; Clarner i saradnici, 2011) . Drugim recima, apsolutno bezbedan 1 efikasan
antiinflamatorni tretman za pacijente koji su pretrpeli traumatsku povredu mozga jos uvek
ne postoji.

U poslednjih petnaestak godina pojavili su se podaci da restriktivni rezim ishrane u
trajanju od nekoliko meseci pre povrede CNS-a ima neuroprotektivna svojstva, kao i da
poboljsava funkcionalni oporavak u nekoliko modela povrede centralnog nervnog sistema
(Bruce-Keller i saradnici, 1999; Sharma i Kaur, 2005, 2008; Roberge 1 saradnici, 2008).
Pretpostavlja se da u osnovi neuroprotektivnih svojstava lezi ¢injenica da zivotinje koje su
podvrgnute dijetalnoj restrikciji karakterise citav spektar biohemijskih i fizioloskih promena
koje predstavljaju adaptaciju na smanjeni unos hrane. U ove adaptacije spadaju: redukcija
telesnog rasta, procentualno uvecanje nadbubreznih zlezda u odnosu na masu tela,
povisena metabolicka efikasnost, snizen nivo mitogeneze pracen povisenim nivoom
apoptoze, smanjeni inflamatorni odgovor, indukcija proteina stresa kao i enzima zaduzenih
za reparaciju DNK, povisena ekspresija enzima koji ucestvuju u metabolizmu lekova kao i
modifikacija imunskog odgovora. Ukupni profil ovih adaptacija predstavlja jedan od
bitnijih faktora koji vodi poboljsanoj odbrani organizma od raznih stresora (Frame i
saradnici, 1998). Medutim, jedan od najranijih 1 najbolje opisanih efekata DR na organizam
jeste povisena koncentracija serumskog kortikosterona (Armario i saradnici, 1987; Stewart i
saradnici, 1988; Leakey 1 saradnici, 1991; Sabatino i saradnici, 1991; Patel 1 Finch, 2007,
Marinkovic i saradnici, 2007). Pokazano je da stres izazvan promenama u ishrani kao sto su
post, izgladnjivanje ili hipoglikemija indukovana insulinom, dovodi do porasta nivoa
KORT u serumu, kako kod pacova koji gladuju (Suemaru i saradnici, 1986) tako i kod onih
koji su podvrgnuti samo odredenom stepenu restrikcije hrane (Leal i saradnici, 1995).

Rezultati nasih istrazivanja su pokazali da kod DR zivotinja dolazi do znac¢ajnog
procentualnog uvecanja tezine nadbubreznih Zlezda u odnosu na ukupnu masu tela, u
odnosu na isti parametar kod AL Zivotinja, §to ukazuje na pojacanu funkciju ovih zlezda. U
prilog tome ide i ¢injenica da je kod zivotinja podvrgnutih dijetalnoj restrikciji doslo i1 do
znacajnog porasta koncentracije kortikosterona u serumu, u odnosu na koncentraciju ovog
hormona kod AL zivotinja. Ovi rezultati su u skladu sa podacima iz literature koji DR
definisu kao stresor koji, kao takav, neminovno dovodi do pomenutih promena nivoa
KORT (Marinkovic 1 saradnici, 2007; Patel 1 Finch, 2007). Smatra se da DR upravo na taj
nacin pokrece razlicite mehanizme odbrane koji povecavaju stepen neuroprotekcije

(Leakey 1 saradnici, 1998; Sharma 1 Kaur, 2005). Takode je pokazano da neuroprotektivna
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mo¢ glukokortikoida direktno zavisi od primenjene doze. Naime, visoke doze
glukokortikoida znacajno redukuju ostecenje tkiva mozga izazvano ishemijom, dok niske
doze nemaju to dejstvo (Limbourg i Liao, 2003). Visoke doze GC stabilizuju membrane,
snizavaju lipidnu peroksidaciju, i smanjuju otok i inflamaciju u mozgu nakon povrede (Hall
1 saradnici, 1987, Holmin i saradnici, 1997). Smatra se da je jedan od mogucih protektivnih
mehanizama delovanja GC povezan sa supresijom proinflamatornih citokina (Gottesfeld 1
saradnici, 2002) koje, kao odgovor na povredu CNS-a predominantno sintetiSu aktivirani
astrociti i mikroglijske celije, a u manjoj meri i makrofagi i neuroni (Taupin i saradnici,
1994; Shohami i saradnici, 1994; Fan i saradnici, 1996; Gourin i saradnici, 1997; Pulliam 1
saradnici, 1998; Knoblach i saradnici, 1999).

Rezultati ove studije su pokazali da DR u znacajnoj meri podize nivo
kortikosterona u serumu, $to bi moglo odgovarati pomenutim visokim dozama sintetickih
glukokortikoida. U prilog ovome ide i ¢injenica da je DR upravo poput visokih doza
egzogenih GC delovala na sve ispitivane procese sekundarne povrede. Dejstvo koje je
dijetalna restrikcija ispoljila nakon povrede mozga moglo bi se okarakterisati kao
imunosupresivno, a pretpostavka koja se neminovno namece jeste da poviseni nivo KORT
u serumu DR Zivotinja moze imati velikog udela u uocenim efektima. Naime, brojne
studije su pokazale da ukoliko se nekim agensom izazove inflamacija, nivo aktivacije
mikroglijskih ¢celija ¢e biti daleko veci ukoliko su zivotinjama prethodno uklonjene
adrenalne Zlezde, ali 1 da ¢e se nivo aktivacije mikroglije u znacajnoj meri smanjiti ako se te
zivotinje tretiraju glukokortikoidima (Sugama 1 saradnici, 2008, Hinkerohe i saradnici,
2010). Cinjenica da se kod DR Zivotinja uocava visok nivo KORT u serumu uz
istovremenu supresiju aktivacije mikroglijskih ¢elija navodi na pretpostavku da upravo ove
povisene koncentracije KORT stoje iza uocenog efekta. Medutim, treba pomenuti da su
prethodne studije takode pokazale i da pretretman egzogenim GC dovodi do senzitizacije
imunog odgovora i da ponovni izazov za imunski sistem, kakav je davanje lipopolisaharida,
dovodi do daleko intenzivnije aktivacije mikroglijskih celija nego sto je to slucaj sa
zivotinjama koje nisu bile prekondicionirane glukokortikoidima (Frank i saradnici, 2010).
Pored toga, pokazano je i da izlaganje Zivotinja jakom akutnom stresu (engl inescapable
tailshock stress) dovodi do istovetne senzitizacije imunskog odgovora i posledicne
intenzivnije aktivacije mikroglijskih ¢elija kao odgovor na davanje lipopolisaharida (Frank 1
saradnici, 2012). Smatra se da se u osnovi uocenih efekata nalazi povisen nivo endogenih

GC koji, kao i prekondicioniranje egzogenim GC, ,pripremaju sistem* da adekvatno
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odgovori na naredni nepovoljni stimulus. Ono $to medutim ostaje pitanje, jeste zbog cega
stres i porast kortikosterona izazvani dijetalnom restrikcijom odstupaju od pomenutog
mehanizma? Ono sto znacajno razlikuje DR od prekondicioniranja u pomenutim studijama
jeste Cinjenica da se u nasem modelu nije radilo o jednom, akutnom davanju GC ili
akutnom jakom stresiranju Zivotinja. Zivotinje koje su podvrgnute dijetalnoj restrikciji se
nalaze u stanju umerenog hronicnog stresa, na $ta ukazuje i znacajno povisen nivo KORT
u serumu kontrolnih Zivotinja Postavlja se pitanje da li je moguce da je organizam usled
dugotrajne izloZenosti stresu uspostavio neku novu homeostazu u kojoj dugotrajno
povisen nivo KORT umesto senzitizacije imunskog odgovora, dovodi do njegove
desenzitizacije? Odnosno, da nakon novog nepovoljnog stimulusa, sto je u nasem slucaju
povreda mozga, umesto pojacane aktivacije mikroglijskih celija i propagacije inflamacije
dode do supresije ovih dogadaja.

Pored uticaja na mikroglijske ¢elije, pokazano je da glukokortikoidi dovode i do
inhibicije transkripcije GFAP gena i do smanjenja nivoa GFAP proteina u astrocitima
(Nichols i saradnici, 1990, Rozovsky 1 saradnici, 1995, Avola i1 saradnici, 2004, Liu i
saradnici, 2008), ali 1 do supresije aktivacije astrocita nakon povrede tkiva mozga (Spataro i
saradnici, 2005). Takode, pokazano je i da sinteticki GC veoma uspesno inhibiraju
ekspresiju inhibitornog proteoglikana neurokana nakon povrede ki¢mene mozdine
(Brambilla i saradnici, 2005, Liu 1 saradnici, 2008). Imajuéi u vidu da su visoke
koncentracije KORT kod DR zivotinja pracene smanjenjem ekspresije GFAP proteina,
supresijom aktivacije astrocita, ali i drasticnim smanjenjem ekspresije neurokana nakon
povrede mozga, mozemo pretpostaviti da se u osnovi uocenih efekata kod DR zivotinja
nalazi povisena koncentracija KORT u serumu ovih zivotinja.

Pored direktne supresije aktivacije glijskih celija, glukokortikoidi imaju sposobnost
da suprimiraju i indukciju proinflamatornih citokina koje ove glijske celije pojacano
eksprimiraju nakon povrede. Naime, pokazano je da sinteticki GC uspesno inhibiraju
ekspresiju TNF-o 2z vitro (Graber i saradnici, 2012) 1 7z vivo u modelu povrede ki¢cmene
mozdine (Xu i saradnici, 1998). Cinjenica da je pojacana ekspresija proinflamatornih
citokina odgovorna za Sirenje inflamacije 1 povecanje stepena sekundarne celijske smrti
nakon povrede (Sandhir 1 saradnici, 2004) navodi na zakljuc¢ak da supresija indukcije ovih
molekula od strane GC moze doprineti boljem oporavku nakon povrede mozga (He 1
saradnici, 2004). Pokazano je da se endogena regulacija Celijske smrti izazvane TNF-a

proteinom moze posti¢ci pomocu GC (MePmer 1 saradnici, 1999). Ovo je u skladu sa
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brojnim studijama koje su pokazale da GC suprimiraju aktivaciju kaspaze-3 (Irazuzta 1
saradnici, 2005; Cubilla i saradnici, 2012) 1 apoptozu izazvanu proinflamatornim citokinima
u razlicitim tipovima celija (Wen i saradnici, 1997; Yazawa i saradnici, 2001; Stojadinovic i
saradnici, 2006; McColl i saradnici, 2007). Kako u mozgu DR zZivotinja nije uocena
indukcija TNF-o proteina i aktivne kaspaze-3, kao ni sekundarna neurodegeneracija ni smrt
neurona nakon povrede, mozemo predpostaviti da visoke koncentracije KORT izmerene u
serumu DR Zivotinja mogu biti odgovorne za modulaciju procesa inflamacije i sekundarne
povrede.

Neuroprotektivnim efektima DR pored nabrojanih mogu doprinositi i drugi
mehanizmi . Brojni podaci iz literature pokazuju da hiperglikemija povecava, dok
hipoglikemija ~ smanjuje  neurotoksi¢nost  izazvanu  kainichom  kiselinom u
eksperimentalnom modelu hemijske povrede mozga (Johansen i Diemer, 1986). Takode,
brojne klinicke studije iznose znacaj koncentracije glukoze u krvi kod pacijenata sa
traumatskom povredom mozga, jer je ustanovljeno da odrzavanje koncentracije glukoze na
donjoj fizioloskoj granici dovodi do smanjenja sekundarne povrede 1 boljeg funkcionalnog
oporavka posle povrede (Schirmer-Mikalsen i saradnici, 2007; Sharma i saradnici, 2009).
Postoje brojni podaci koji ukazuju na to da DR generalno snizava koncentraciju glukoze u
krvi 1 serumu (Leakey 1 saradnici, 1991; Masoro i saradnici, 1992; Anson i saradnici, 2003),
kao i da snizen metabolizam glukoze moze doprinositi neuroprotektivnim efektima
dijetalne restrikcije (Lee i saradnici, 1999; Anson 1 saradnici, 2003). Sa druge strane, ni
preterana redukcija koncentracije glukoze u krvi nije pozeljna, jer moze dovesti do
ozbiljnih ostecenja neurona, kako kod neonatalnih tako i1 kod adultnih zivotinja (Ennisa 1
saradnici, 2008). Nasi rezultati pokazuju da DR u trajanju od 3 meseca dovodi do malog, ali
znacajnog pada koncentracije glukoze u serumu. Vazno je naglasiti da se i pored znacajnog
snizenja, nivo glukoze u serumu DR Zivotinja nakon 3 meseca dijete nalazio u nivou
normoglikemijskih vrednosti, odnosno DR Zivotinje nisu bile hipoglikemi¢ne. Prethodna
istrazivanja sprovedena u nasoj laboratoriji su pokazala da se kod Zivotinja na kratkotrajnoj
dijetalnoj restrikciji javlja hipoglikemija kao odgovor organizma na smanjeni unos hrane
(Marinkovic¢ i saradnici, 2007). Poznato je da sama pojava hipoglikemije predstavlja stres za
organizam, $to dovodi do rasta koncentracije KORT u serumu. Poviseni nivo KORT u
serumu deluje tako $to inhibira transport glukoze u periferna tkiva, istovremeno
povecavajuéi nivo glukoneogeneze, kao i oslobadanje glukoze iz jetre, Sto zajedno za

posledicu ima porast koncentracije glukoze u krvi (Frame i saradnici 1998). Ovim finim
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metabolickim mehanizmom zZivotinje koje su podvrgnute DR wuspevaju da ostanu
normoglikemicne, tj. da odrze koncentraciju glukoze u krvi u granicama normale. Ovo
ukazuje na cinjenicu da DR pokrece izuzetno kompleksne mehanizme regulacije nivoa
glukoze u krvi. Sa jedne strane redukcija unosa hrane per se obara nivo glukoze u serumu,
dok sa druge dovodi do porasta nivoa KORT koji zatim dovodi do porasta produkcije
glukoze. Moguce je da na ovaj nacin DR uspostavlja neku novu homeostazu i tako $titi
organizam od Stetnih efekata kako hiperglikemije, tako i hipoglikemije. Isto tako, moguce
je da to umereno smanjenje nivoa glukoze u serumu DR Zivotinja delimi¢no doprinosi
boljem oporavku ovih Zivotinja nakon povrede.

Kao $to je ve¢ pomenuto, postoje brojni podaci o klinickoj upotrebi sintetickih
steroidnih hormona kao terapije izbora posle traumatske povrede mozga (Alderson i
Roberts, 2005). Sa jedne strane, ovakav vid terapije je veoma koristan jer je pokazano da
smanjuje otok mozdanog tkiva, sprecava nastanak hematoma i suprimira inflamaciju
(Rhodes JK., 2003). Medutim, ova terapija se sa druge strane pokazala i kao Stetna, jer
inhibira rast i regeneraciju oStecenth neurona posle povrede, suprimirajuci ekspresiju gena
plasticnosti kao sto je GAP-43 (Gonzilez Denisellea i saradnici, 1999). Rezultati ove
studije su pokazali da i pored znacajno povisenog KORT u serumu DR Zivotinja u
poredenju sa AL zivotinjama, do ekspresije gena plasticnostt GAP-43 i SPH, oko mesta
povrede, dolazi samo u DR grupi Zivotinja. Imajuéi u vidu pomenutu literaturu, rezultati
dobijeni u okviru nase studije mogli bi se uciniti kontradiktornim. Medutim, pokazano je
da su procesi izrastanja neurita prirodna posledica stresa izazvanog restrikcijom hrane
(Leakey i saradnici, 1998), jer osim povisenih koncentracija KORT, restrikcija hrane
pokre¢e mnoge protektivne mehanizme koji dovode do boljeg oporavka posle povrede
mozga. Jedan od primera fine metabolicke regulacije, do koje dovodi DR, jeste i bimodalni
uticaj poviSenih koncentracija KORT 1 neurotrofina na ekspresiju GAP-43 (Federoff 1
saradnici, 1988). Pokazano je da se ekspresija GAP-43 nalazi pod pozitivhom i negativhom
kontrolom; pozitivnom od strane neurotrofickih faktora, a negativnhom od strane KORT.
Povisena ekspresija neurotrofina u DR ima sposobnost da dovede do pojacane ekspresije
GAP-43 gena 'nadjacavajudi' na taj nacin efekat povisenog KORT (Federoff i saradnici,
1988). Smatra se da je u osnovi neuroprotektivnih svojstava DR upravo pojacana ekspresija
neurotrofickih faktora i proteina stresa (engl heat shock proteins, Hsp), koji potpomazu
prezivljavanje neurona, kako u procesu starenja (Patel 1 Finch, 2007), tako u oporavku

posle povrede (Sharma i Kaur, 2005). Takode, vazno je napomenuti da su dosadasnji

83



rezultati koji se ticu efekata glukokortikoida na CNS nakon povrede uglavnom dobijeni
koris¢enjem sintetickih GC, a da je isto tako pokazano da se njithovi efekti ipak u izvesnoj
meri razlikuju od efekata endogenih GC na mozak,

Glukokortikoidi svoje efekte ispoljavaju preko dva tipa receptora: Tip 1 -
mineralokortikoidnog (MR) 1 Tip II - glukokortikoidnog (GR) receptora. Iako
predominantno vezuje mineralokortikoide, MR ima 10 puta veci afinitet za KORT nego
GR. Tako je pri niskim koncentracijama KORT-a (<1,5 pg/100ml) saturisano ¢ak 80%
MR , a samo oko 10% GR (Reul i De Kloet, 1985) ili ve¢ nekako lepse reci,. Nasuprot
tome, GR formira kompleks sa ligandom u znacajnijoj meri tek u uslovima visokih
koncentracija KORT u serumu (>5-10 pg/100ml). Ove koncentracije KORT u serumu
karakteristicne su za stanje stresa (Reul i De Kloet, 1985). Imajuci u vidu da sama dijetalna
restrikcija u trajanju od 3 meseca znacajno povecava nivo KORT (6,6 puta) u odnosu na
koncentraciju izmerenu kod AL kontrolnih Zivotinja, a da povreda samo dodatno povecava
koncentraciju KORT u serumu zivotinja, mozemo pretpostaviti da u nasem modelu
KORT najveci deo svojih efekata ostvaruje upravo preko GR receptora.

Rezultati nasih istrazivanja pokazuju da i pored tako znacajnog povecanja KORT u
serumu DR Zivotinja ne postoji znacajna razlika u ekspresiji ukupnog GR receptora izmedu
AL i DR grupe zivotinja, kako u fizioloskim uslovima, tako ni nakon povrede. Imajuci u
vidu da je koli¢cina GR receptora prilicno konstantna i tkivno je, odnosno celijski
specificna, promena kolicine ovog receptora u tkivu mogla bi ukazivati na pojavu
patologije. Cinjenica da se ukupni GR ne menja ni kod AL ni kod DR grupe Zivotinja
govori u prilog ocuvanosti sistema. U prisustvu hormona GR receptor biva fosforilisan $to
dovodi do funkcionalnih promena ovog receptora ukljucujuci aktivaciju transkripcije,
povecanje stabilnosti, promenu celijske lokalizacije 1 pospesivanje njegove ponovne
upotrebe (Ismaili i Garabedian, 2004). Rezultati ove studije su pokazali da iako je nivo
KORT u serumu kontrolnih zivotinja iz DR grupe znacajno veci nego $to je to slucaj sa
kontrolnim AL zivotinjama, nije bilo razlika u nivoima fosforilacije GR receptora u tkivu
kore prednjeg mozga ove dve grupe zivotinja. Medutim, kortikalna lezija kao dodatni,
akutni stimulus, izaziva znacajno visu stopu fosforilacije ovog receptora u DR grupi
zivotinja u odnosu na AL zZivotinje. Podaci o stepenu fosforilacije ovog receptora mogu
ukazivati i na razlike u aktivhosti ovog receptora izmedu AL i DR grupe Zivotinja,
medutim, neophodni su dodatni eksperimenti koji bi to potvrdili. Takode, s obzirom da je

u nasem eksperimentu pracena fosforilacija samo na na poziciji 211 (Ser 211) ostaje da se

84



utvrdi da li dolazi do fosforilacije 1 drugth mesta na GR, kao 1 da li se obrazac fosforilacije 1
zastupljenost razlicitth fosfo-izoformi GR receptora razlikuje izmedu AL i DR grupe
zivotinja. Ovo je znacajno s obzirom da fosforilacija istog proteina, ali na razlicitim
mestima, rezultuje potpuno razlicitim regulatornim funkcijama tog proteina (Appella 1
Anderson, 2000). U jedru se razlicite GR fosfo-izoforme vezuju za DNK i reguliSu gensku
ekspresiju putem interakcije sa razli¢itim proteinima koaktivatorima (Ismaili 1 Garabedian,
2004). Postoji mogucnost da DR menja obrazac fosforilacije GR i na taj nacin pokrece
potpuno drugaciji odgovor na akutna stanja, kao Sto je npr. traumatska povreda mozga,
aktivirajudi razlicite gene, ili cak iste gene, ali u razlicitoj meri. Medutim, neophodna su
dalja istrazivanja koja bi ispitala zastupljenost razli¢itih izoformi u razli¢itim tipovima celija
u mozgu, kao 1 njihovu transkripcionu aktivnost.

Iako je GR transkripcioni faktor koji direktno reguliSe transkripciju izuzetno
velikog broja gena i na taj nacin utice na sudbinu celije, kako u fizioloskim, tako i u
patoloskim stanjima, i NF-xB kao transkripcioni faktor zajedno sa GR-om pravi finu
ravnotezu od koje zavisi funkcionisanje svake celije. Nakon povrede, ekspresija NF-kB-
regulisanih gena je veoma aktivna, §to za posledicu ima kako protektivne tako i Stetne
efekte na oporavak CNS-a nakon povrede. Naime, NF-«B je direktno odgovoran za
regulaciju inflamatornog odgovora i apoptoze (Meffert 1 Baltimore, 2005). Ovaj
transkripcioni faktor pokrece ekspresiju vecine proinflamatornih citokina u mozgu (O'Neill
1 Kaltschmidt, 1997; Kulmsi Schwarz, 2006). Sa druge strane, aktivirani NF-»xB (p65
subjedinica) ima neuroprotektivnu funkciju preko ekspresije antiapoptotskih gena
(Poppelmann 1 saradnici, 2005). Takode, NF-kB aktivho wucestvuje u procesima
prekondicioniranja, koji dovode do neuroprotekcije. Naime, pokazano je da aktivnost NF-
kB doprinosi prezivljavanju neurona i $titi nervni sistem od razlicitih stresnih stanja
(Mattson MP, 1997; Péppelmann 1 saradnici, 2005). Ekspresija mnogih NF-kB zavisnih
gena moze biti regulisana i transrepresijom.. Tako glukokortikoidi imaju sposobnost da
ometaju, pa ¢ak 1 da sprece, transkripciju proinflamatornih gena, ukljucujudi interleukine (
IL-1B3, 1L-4, IL-5 1 IL-8), hemokine i citokine (TNF-o) (Newton R, 2000). Smatra se da GC
vecinu svojih protektivnih efekata ostvaruju upravo na ovaj nacin. Ono $to €ini situaciju jos
kompleksnijom jeste ¢injenica da transkripciona aktivacija NF-kB nije univerzalno dobar ili
lo§ dogadaj, ve¢ ishod aktivacije ovog transkripcionog faktora direktno zavisi od toga u

kojoj ¢eliji se aktivacija dogada.
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Generalno, smatra se da aktivacija NF-kB u neuronima S§titi ove celije od
degeneracije, dok aktivacija NF-kB u mikroglijskim ¢éelijama dovodi do pojacane ekspresije
proinflamatornih citokina, sto za posledicu ima degeneraciju okolnih neurona (Mattson i
Camandola, 2001). Takode, vecina procesa koji se desavaju u astrocitima nakon povrede
regulisani su NF-kB transkripcionim faktorom (O'Neill i saradnici, 1997). Smatra se da
upravo aktivacija NF-kB u astrocitima dovodi do svih opisanih negativnih promena u ovim
¢elijama, §to na kraju rezultuje patoloskim promenama u CNS-u nakon povrede (Bethea i
saradnici, 1999, Siren i saradnici, 2001). Pokazano je da inhibicija NF-kB u astrocitima u
modelu povrede ki¢mene mozdine dovodi do supresije aktivacije ovih ¢elija, smanjenja
povssine povredenog regiona, supresije ekspresije inhibitornih proteoglikana i boljeg
funkcionalnog oporavaka (Acarin i saradnici, 2001, Brambilla i saradnici, 2009). Nasi
rezultati su pokazali da je kod zivotinja koje su bile podvrgnute dijetalnoj restrikciji
ekspresija aktivne subjedinice NF-kB (p65) znacajno povecana u svim tackama oporavka
nakon povrede u odnosu na kontrolne vrednosti. Takode, kod ovih Zivotinja nije doslo ni
do indukcije TNF-a proteina ni do pokretanja apoptoze. U odnosu na postojece podatke u
literaturi postoji vise mogucih hipoteza koje bi se mogle izvesti iz dobijenih rezultata.
Najpre, moguce je da se uoceni porast aktivacije NF-kB kod DR zivotinja dogada samo u
neuronima i da to za posledicu ima neuroprotekciju. Druga mogucénost je da aktivirani GR
receptor u jedru putem transrepresije blokira NF-kB transkripcionu aktivnost, te uoceno
povecanje aktivne NF-kB subjedinice na kraju ne rezultuje povisenom ekspresijom
proinflamatornih gena. Pored pomenutih moguéih mehanizama, poznato je da i GR i NF-
»B ispoljavaju antiapoptotski efekat tako sto modulisu klju¢ne regulatore unutrasnjeg
apoptotskog puta, gene prezivljavanja: Be/-2 1 BelxL. u Celijski-zavisnom maniru (Bailly-
Maitre 1 saradnici, 2001). Glukokortikoidi su najcesée odgovorni za povecanje
unutarcéelijskog nivoa antiapoptotskog proteina Bcl-2 (Sasson i saradnici 2001), dok
aktivirani NF-«B (p65 subjedinica) ispoljava svoju neuroprotektivnu ulogu povecéavajuéi
nivo antiapoptotskog Bcl-xL. proteina (Almeida i saradnici, 2000; Simpson i Mortis, 2000;
Kucharczak 1 saradnici, 2003). Postoji moguc¢nost da DR preko nekog od ovih
mehanizama ostvaruje svoje efekte, ali je isto tako moguce da je u pitanju skup svih
pomenutih mehanizama istovremeno.

Imajuéi u vidu sve iznete pretpostavke, ali 1 pomenutu literaturu, ono sto je
izuzetno interesantno jesu dogadaji u 2. danu nakon povrede. Naime, u ovoj vremenskoj

tacki ne uocavaju se znacajne razlike u ekspresiji p-GR (Ser211), NF-»«B (p65) 1 Be/-2 1 Bel-
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xL. izmedu AL i DR Zivotinja, §to je izuzetno neobi¢no s obzirom na drasticno razlicite
rezultate dobijene za TNF-a, kaspazu-3 i neurodegeneraciju izmedu ove dve grupe
zivotinja u pomenutoj vremenskoj tacki. Drugim rec¢ima, istovetni profil aktivacije dva
transkripciona faktora direktno ukljuc¢enih u regulaciju inflamacije 1 apoptoze 1 isti nivo
ekspresije gena koje oni regulisu kod AL zZivotinja bice prac¢en indukcijom inflamacije i
neurodegeneracije, dok ¢e kod DR zivotinja ovi dogadaji nakon povrede izostati. Upravo
ovakva slika navodi na pretpostavku da se iza uocenih efekata krije daleko kompleksniji
mehanizam regulacije pomenutih procesa, koji ocigledno prevazilazi okvire transkripcione
regulacije pomocu GR-a i NF-»B-a.

Tokom diskusije rezultata prikazanih u okviru ovog istrazivanja najcesée smo se
pozivali na rezultate dobijene iz studija u kojima su korisceni sinteticki GC. Ovo je
razumljivo s obzirom da se sinteticki GC nalaze u klinickoj primeni i da shodno tome o
njima ima puno podataka. Pored toga i sinteticki 1 endogeni GC ostvaruju svoje efekte na
isti nacin, a to je preko GR receptora, te se smatra da je 1 odgovor organizma na oba
pomenuta tipa glukokortikoida u velikoj meri slican. Medutim, iz nasih rezultata moze se
videti da povisene koncentracije KORT koje se javljaju u DR nisu uvek u skladu sa
rezultatima opisanim za sinteticke GC. Naime, primeceno je da hroni¢no aplikovani
sinteticki GC ne ispoljavaju protektivni efekat koji se moze uociti u slucaju povisenih
koncentracija endogenog KORT, kod Zivotinja na restrikciji. Nekoliko faktora razlikuje
stres izazvan dijetalnom restrikcijom od drugih stresora ili terapije glukokortikoidima
(Leakey 1 saradnici, 1998). Najpre, za razliku od tretmana farmakoloskim dozama
sintetickih GC, povisena koncentracija KORT kao odgovor na stres izazvan pomocu DR
ukljucuje prirodne GC. Odnosno, ¢injenica je da iako oba tipa GC svoje efekte ostvaruju
preko istog receptora, sinteticki GC za razliku od endogenih, ne podlezu regulaciji u
organizmu. Odnosno, Celije ciljnih tkiva ¢e 'prepoznati' endogeni hormon, a ukoliko se on
nade u previsokim koncentracijama koje bi mogle ostetiti Celiju, bie pokrenuti mehanizmi
u tkivu kako bi se potencijalno Stetni efekat neutralisao. Sa druge strane, kada je rec¢ o
sintetickim GC, njih sistem ne 'prepoznaje’ i nece reagovati cak ni ako se u tkivu nadu
koncentracije koje mogu imati poguban efekat na celije. Ako se na to jos doda c¢injenica da
su se niske doze sintetickih GC pokazale kao neefikasne 1 da se u lecenju pacijenata koriste
iskljucivo visoke doze ovih hormona, postaje jasno zbog cega je ova terapija cesto pracena
1 nizom nuspojava. Naime, za razliku od sintetickih, efekti prirodnih GC su posredovani

proteinskim KORT nosacima i1 11-f hidroksisteroid dehidrogenazama (11-3 HSD) koijt
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delujuci kao puferski sistem, stitite tkivo od ekstremno visokih koncentracija ovih hormona
(Leakey 1 saradnici, 1998; Breuner i Orchinik, 2002). Takode, za razliku od sintetickih
steroida kao $to je deksametazon, endogeni KORT se vezuje za oba tipa receptora, §to
dovodi do uskladivanja metabolickog odgovora na poviseni nivo ovog hormona tako da
odgovor MR nije inhibiran usled pojacanog odgovora GR (Reul i saradnici, 1987).
Kortikosteron se metabolisSe pomocu enzima 11-8 hidroksisteroid dehidrogenaza
(11-8 HSD), koji se sastoji od dva enzima: 11-8 HSD1 i 11-8 HSD2 koji modifikuju
delovanje KORT u tkivno-specificnom maniru. Enzim 11-83 HSD1 povecava, dok 11-§3
HSD2 obara lokalne koncentracije bioloski aktivhog KORT u odredenom tkivu. Enzim
11-g HSD1 karakterise nizak afinitet za supstrat, ali istovremeno i visok kapacitet. Njegova
distribucija vezana je uglavnhom za metabolicki aktivna tkiva u organizmu, kao $to su jetra,
adipozno tkivo, kosti i mozak (Moisan 1 saradnici 1990; Seckl JR, 1997). Pokazano je da je
11-g HSD1 veoma snazan regulator intracelularne koncentracije KORT 1 odlucujuéi faktor
njegovog dejstva (Seckl i Walker, 2004). Nasi rezultati su pokazali da DR u trajanju od 3
meseca znacajno obara nivo 11-f HSD1 u povredenoj kori prednjeg mozga pacova, sto je
u skladu sa literaturnim podacima koji su pokazali da stres sam po sebi reguliSe ekspresiju
11-3 HSD1 u vremenski- i tkivno-zavisnom maniru (Jamieson 1 saradnici, 1997). Dok
kratkotrajni stresori ili tretman glukokortikoidima (2-10 dana) dovode do porasta ekspresije
11-g HSD1 u hipokampusu (Low i saradnici, 1994), dugotrajniji stresori (1 mesec) dovode
do smanjenja ekspresije ovog enzima (Jamieson 1 saradnici, 1997; Seckl JR, 1997). Ovi
podaci ukazuju na to da porast aktivnosti 11-83 HSD1, kao odgovor na akutni stres,
predstavlja kompenzatorni mehanizam kojim se pojacava signal negativhe povratne sprege
kako bi se 'iskljuc¢ila' HPA osa. Sa druge strane, smanjenje aktivnosti 11-3 HSD1 u
modelima hronicnog stresa predstavlja protektivni odgovor organizma koji se bazira na
ublazavanju Stetnih efekata prekomerne kolicine glukokortikoida u tkivu (Pelletier 1
saradnici, 2007). Imajuéi u vidu da visoke koncentracije KORT izazivaju
neurodegeneraciju, lokalna regulacija nivoa KORT u tkivu mozga moze biti
neuroprotektivna. U literaturi je opisan glukokortikoidni paradoks dijetalne restrikcije
prema kome zivotinje na restriktivhom rezimu ishrane, iako imaju znacajno povisen nivo
KORT u krvi, ipak ne pokazuju znake neurodegeneracije (Patel i Finch, 2002). Moguce je
da uoceno znacajno snizenje 11-3 HSD1 proteina u tkivu mozga DR Zivotinja ima ulogu
svojevrsnog puferskog sistema koji Stiti tkivo od previsokih koncentracija KORT u

serumu. Sa druge strane, ¢injenica da je kod DR zivotinja doslo do supresije inflamacije
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govori u prilog tome da je nivo KORT u tkivu mozga ipak bio dovoljno povisen da
moduliSe procese sekundarne povrede. Mozemo pretpostaviti da upravo ova fina regulacija
nivoa KORT u povredenom regionu mozga lezi u osnovi pozitivnih efekata KORT na

oporavak DR Zivotinja.

* % %

Neuroprotekcija predstavlja vaznu strategiju za tretman TBI. Iako je uraden veliki
broj klinickih studija, do danas nije identifikovan ni jedan efikasan neuroprotektivni agens.
U osnovi razocaravajucih rezultata klinickih istrazivanja moze biti i ¢injenica da u okviru
tretmana pacijenata postoji velika varijabilnost, ali i da je populacija pacijenata sa
traumatskom povredom mozga izuzetno heterogena. Jos jedan veoma vazan aspekt je 1 taj
da vecina klinickih strategija koristi medikamente koji deluju na samo jedan patofizioloski
mehanizam, iako je poznato da je u nastanak i razvoj sekundarne povrede ukljucen veliki
broj mehanizama. Novija istrazivanja se u znacajnoj meri okrecu ka trazenju
multifunkcionalnih agenasa koji bi delovali na razlicitie mehanizme povrede, posebno na
one koji se desavaju kasnije nakon TBI (Stoica i saradnici, 2009). Delovanje na veci broj
mehanizama koji doprinose pokretanju i odrzavanju kaskade sekundarne povrede, moglo
bi poboljsati uspesnost klinickih tretmana i dovesti do boljeg oporavka pacijenata nakon
povrede mozga. Rezultati ove studije su pokazali da rezim ishrane sa smanjenim unosom
hrane moze da ima izrazito pozitivan uticaj na sve aspekte i faze oporavka nakon
traumatske povrede mozga. U svetlu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da ovakav
rezim ishrane predstavlja preventivni terapeutski pristup, bez Stetnih nuspojava koje su
karakteristicne za terapeutike koji se standardno koriste za leCenje pacijenata nakon

povrede mozga.
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6. Zakljucci



Rezultati ove studije o efektima dijetalne restrikcije na procese oporavka nakom
povrede kore prednjeg mozga pacova su pokazali da primenjeni rezim ishrane dovodi do
supresije inflamacije i sekundarne neurodegeneracije kao i da  promovise procese
plasticnosti u povredenom regionu. Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeci

zakljucct:

Dijetalna restrikcija dovodi do porasta tezine nadbubrezne Zlezde, kao 1 do izrazitog
povecanja koncentracije kortikosterona u serumu DR zivotinja. Sa druge strane, doslo je
do znacajnog smanjenja nivoa glukoze u serumu DR Zivotinja, ali bez izlaska iz opsega

normoglikemijskih vrednosti.

. Dijetalna restrikcija suzbija indukciju TNF-a proteina, klju¢nog proinflamatornog citokina u
povredenom regionu kore prednjeg mozga pacova, tokom citavog posmatranog perioda

oporavka.

Dijetalna restrikcija deluje neuroprotektivno tako §to u potpunosti suprimira povredom
izazvanu indukciju aktivne kaspaze-3, kao i1 sekundarnu neurodegeneraciju u povredenom

tkivu kore prednjeg mozga pacova.

DR dovodi do povecanja ekspresije proteina sinapticke plasticnosti GAP-43 i SPH oko

samog mesta povrede.

Povecanje plasti¢nosti praceno je smanjenom aktivacijom astroglijskih celija 1 smanjenjem
lucenja neurokana, glavnog inhibitornog proteoglikana ovih ¢elija u povredenom regionu

kore prednjeg mozga pacova tokom citavog perioda oporavka.

Dijetalna restrikcija dovodi do promena u prenosu signala pokrenutog kortikosteronom,
preko promene zastupljenosti pGR-a, kao i znacajnog smanjenja zastupljenosti 113-HSD1

proteina na nivou ipsilateralne kore prednjeg mozga pacova.
Dijetalna restrikcija dovodi do znacajnog poveéanja zastupljenosti p65 subjedinice

transkripcionog faktora NF-xB, ali i do promena u zastupljenosti iRNK za antiapoptotske

gene Be/-2 i Bel-x1 koje regulise NF-»B.
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Rezultati ove studije su pokazali da dijetalna restrikcija ima kapacitet da u znacajnoj
meri oblikuje odgovor povredenog tkiva mozga direktnim uticajem na procese
sekundarne povrede, ali i plastiénosti. Cinjenica da DR ima sposobnost da izmeni
procese koji predstavljaju odgovor mozga na povredu, govori u prilog tome da bi

dijetalna restrikcija mogla naci svoju primenu i u klinickoj praksi.
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IpwuJor 1.
UsjaBa o ayTopcTBY

IMornucanu-a Harama Jloguapesuh-Bacuiskosuh
Opoj uHIEKCa 0060184
HU3jaBbyjem

Jla je JOKTOpCKa IucepTalyja moj HaclIOBOM
YTHunaj pecTpUKTHBHOI PeKUMA UCXPAaHe HA MJIACTHYHOCT HEYPOHA U IJIHje

HAKOH IoBpeae CCH30MOTOPHE KOpPE Mo3ra mamoBa

® PC3YyJTAaT COIICTBCHOI' UCTPAKUBAUKOI paja,

Y beorpany, 04.09. 2012

Jla TPEIOKEHa TUcepTalnja y NeIUHA HU Y JISIOBUMa HUje OmiIa mpeyioxKeHa
3a nobujame OWJIO KOje AMIUIOME TpeMa CTYIWJCKUM IporpamMuMa JApyTHX

BHUCOKOIIKOJICKMX YCTaHOBA,
Jla Cy pe3yiTaTH KOPEKTHO HaBEACHU U

Jla HHUCaM KpILIKO/Ia ayTOpCcKa MpaBa M KOPUCTUO HHTENIEKTYaJHY CBOJUHY

JApYrux JILA.

IHoTnuc nokTOopanTa
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IpwuJior 2.

MU3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Nme u ipe3ume ayTopa Harama Jlonuapesuh-BacusbkoBuh
bpoj nnnexca 0060184
Crynujcku mporpam __ MounekymnapHa 6uoioruja

Hacmnos pana YTI/ILIai PECTPUKTHUBHOT PCXKHMMA UCXPAHEC HA IIJIIACTUYHOCT HCYPOHA U

IJIM]€ HAKOH ITOBpEJIe CEH30MOTOPHE KOpPe MO3Ta IaroBa

Mentop ap Cenma Kanasup u np Hanesxxna HenesbkoBuh

[Mornucanwn/a Haramma Jloguapesuh-Bacusskosuh

U3jaBibyjem fa je mTammaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEepP3UjU KOjy caMm Tpenao/ma 3a o0jaBjbMBamke Ha TopTany JlururaaHor
peno3uropujyma YHuBep3uteray beorpany.

Jlo3BoJbaBaM 1a ce 00jaBe MOjH JIMYHH TOJAIM BE3aHH 3a JOO0H]jambe aKaJeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, TOANHA U MECTO pohema U 1aTyMm ofdpaHe
pana.

OBM JWYHM TONAIM MOTY ce€ O0jaBUTH Ha MPEXKHUM CTpaHUIAaMa JUTHTAITHE
OMOIMOTEKE, Yy CEJICKTPOHCKOM Karajory W y MyOnuKanujama YHUBEP3HTETa Y

beorpany.
IHornuc noxkTOpanTa
/!
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VY Beorpany, 04. 09. 2012.




IIpwuJor 3.
U3jaBa o kopuwhewy

Opnamthyjem YHUBEpP3UTETCKYy OnOMMOTEKY ,,CBeTo3ap MapkoBuh® na y Jururamnu
peno3uTopujyMm YHuBep3uTera y beorpany yHece MOjy IOKTOPCKY AMCEPTALUjy MOJ
HaCJIOBOM:

YTHuaj pecTPUKTHBHOT Pe:KMMAa MCXPaHe HA MJIACTUYHOCT HEYPOHA U IJIHje

HAKOH IoBpeae CCH30MOTOPHE KOpPE Mo3ra mamoBa

KOja je MOoje ayTOPCKO JIeJIO.

Jucepranujy ca cBUM NPHIIO3UMa TPEAao/sia caM y eeKTPOHCKOM (opMaTy MOrogHOM
3a TPajHO apXUBHUPABHE.

Mojy TOKTOPCKY AUCEpTaln]jy MOXpameHy y Jurutanau perno3utopujym Y HUBEp3UTETa
y Beorpany mMory na kopucte CBU KOjU MOIITY]y oJpenode caapikaHe y oJabpaHOM THITY
munenie Kpeatusne 3ajequune (Creative Commons) 3a kojy cam ce oTydno/a.

1. AyropcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPITH]aTHO

8l AyropcTBo — HekoMepIHjaIHO — 6e3 mpepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjATHO — JCIIUTH TI0]] HICTUM yCIIOBUMA

5. AytopcTBo — 0e€3 mpepaje

6. AyTOpCTBO — JAEJIHUTH MO UCTUM YCIOBHUMA

(Monumo 512 3a0KpYXHTE CaMO jeIHY OJ IIeCT MOHYhHEeHUX JIMIEHLH, KpaTakK OIHC

JIMIICHITU JIaT j€ Ha MoJichuHu ucTa).

IMoTnuc 1oKTOpPaHTA
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VY Beorpany, 04. 09. 2012.




sl. AyropctBo - Jlo3BOJbaBaTe yMHOXKAaBamke, AUCTPUOYIIH]Y U jJaBHO CAOMIITABAHE
JieNa, U Tpepajie, ako ce HaBelle UMEe ayTopa Ha HAa4MH oJpeheH o cTpaHe ayTopa Uiu
JaBaolia JUICHIIe, YaKk M y KoMmeprujaiaHe cBpxe. OBO je Hajcino0oaHM]ja O] CBUX
JUTICHIIH.

2. AytopcTBO — HEKOMeplrjaimHo. J[03BospaBaTe yMHOXKaBame, JUCTPUOYITH]Y U JaBHO
CaolTaBamke JeNa, W IMpepaje, ako Ce HaBele MMe ayropa Ha HadyuH ojapeheH of
CTpaHe ayTopa WM JaBaona juieHie. OBa JHUICHIIA HE J03BOJbaBa KOMEPIUjaIHY
yrmotpeOy nena.

3. AyropcTBO - HeKoMmepuumjasiHO — 0e3 mpepane. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBamE,
TUCTpUOYIIMjy ¥ jaBHO CaoMINTaBame Jena, 0e3 MpoMeHa, MPEeoOIMKOBama WU
yrmoTpede Jena y CBOM Jely, aKo Ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe
ayTopa Wiu naBaora juieHie. OBa JIMIEHIIa He T03BOJbaBa KOMEPIHjaIHY yIOTpeOy
nena. Y OJIHOCY Ha CBE OCTajie JIMICHIIE, OBOM JIMIICHIIOM C€ OTpaHn4aBa HajBehu oOuM
npaBa Kopuiihema aena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEpIWjaIHO — JICJIWTH TI0J HWCTUM YyclioBUMa. Jl03BOJbaBaTe
YMHOXXaBame, JUCTPUOYILIM]y U JaBHO CAOIIITaBamkE JeNla, U Mpepaje, ako ce HaBeJe
UMe ayTopa Ha HayWH ojapeheH o cTpaHe ayTopa WJIM JaBaola JUICHIIE U aKo Ce
npepaga AUCTpUOyHpa TIMOJ HUCTOM WM CIMYHOM JjuieHnoM. OBa JUIEHIa He
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjATHY yIoTpeOy Jiea v mpepaja.

5. AyropctBo — 0e3 mpepaze. Jlo3BosbaBare yMHOXKaBame, NUCTPUOYIM]Y U jaBHO
CaorIiTaBame Jiena, 0e3 mpomMeHa, MpeodIUKOBama UIN YIOTpeOe Jena y CBOM ey,
aKo ce HaBeJe UME ayTopa Ha HauuH ojpeheH o1 cTpaHe ayTopa WIH JaBaola JUIEHIIE.
OBa nuIIeHIIa 103B0JbaBa KOMEPIHjATHY yIIOTpeOy aena.

6. AyTOpcTBO - J€IMTH TOJ UCTUM YycjoBuMa. Jl03BoJbaBaTe YMHOKaBambe,
JUCTPUOYIIH]Y W JaBHO CAOIITaBamke Jieia, U Mpepajsie, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha
HauuH onpeheH ox cTpaHe ayropa WIM JaBaolla JIMIEHIIE M aKo ce Ipepaja
aucTpuOynpa TMOJ HCTOM WM CIMYHOM JMieHIoM. OBa JHIeHIA J03BOJbaBa
KOMepIMjaHy yrnoTpedy aenma u mnpepaaa. CiouyHa je codTBEPCKHM JIUIICHIIAMa,
OJTHOCHO JIMIIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJIa.
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