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REZIME:

Uticaj starenja i dugotrajne dijetalne restrikcije na metabolizam holesterola u
prednjem mozgu pacova

Starenje centralnog nervnog sistema (CNS) praceno je brojnim promenama koje
dovode do naruSavanja nervnih funkcija, pre svega kontrole motorike i kognitivnih
sposobnosti. Smatra se da su kognitivni poremecaji tokom starenja posledica smanjene
sinapti¢ke plasti¢nosti, narocito u korteksu i hipokampusu, regionima mozga izuzetno
vaznim za procese ucenja i pamcenja. Najvazniji faktor sredine kojim se moze uticati na
starenje uopSte, a samim tim i na starenje mozga je reZzim redukovane ishrane, bez
pothranjenosti. Pored toga Sto se ve¢ nekoliko decenija zna da redukovana ishrana
produzava Zivotni vek mnogih vrsta, ukljucujuci i sisare, pokazano je da ona odlaze i
ublaZava starosno zavisne promene u nervnom sistemu.

Holesterol je najzastupljeniji lipid u ¢elijama sisara. Ucestvujuéi u izgradnji
fosfolipidnog dvosloja bioloskih mambrana, on reguliSe njihovu fluidnost,
propustljivost 1 rigidnost, a samim tim i funkcionalna svojstva membranskih proteina,
poput jonskih kanala i transmiterskih receptora. Metabolizam holesterola predstavlja
vazan aspekt sinapticke plasti¢nosti, jer je pokazano da je holesterol neophodan za
biogenezu i transport sinaptickih vezikula, kao i za prvilnu funkcionalnu organizaciju
lipidnih ostvaca. Od svih organa u telu, mozak sadrzi najviSe holesterola. Odrzavanje
homeostaze holesterola neophodno je za normalno i neometano funkcionisanje CNS.

Cilj ovog istraZzivanja bio je da se vidi kako starenje i dugotrajna dijetalna
restrikcija (DR) utucu na metabolizam holesterola u mozgu. Muzjaci pacova soja Wistar
stari 3 meseca (m) bili su podeljeni u dve grupe. Prva grupa, oznacena kao ad libitum
(AL), dobijala je svakog dana 100% dnevnog unosa hrane, dok je druga grupa
(oznaCena kao DR) stavljena na rezim redukovane ishrane koji je podrazumevao
dobijanje 100% dnevnog unosa hrane svakog drugog dana. Zivotinje su Zrtvovane
nakon dostizanja starosti od 12 i 24m. Zivotinje stare 3m su predstavljale kontrolnu
starosnu grupu. Metabolizam holesterola odredivan je na nivou proteina koji su
ukljuceni u sintezu holesterola (HMGCR), njegov transport (ApoE), katabolizam
(CYP46) 1 regulaciju (LXRa) metodom Western blota i imunohistohemijski.
Zastupljenost samog holesterola, njegovih prekursora (lanosterol, latosterol,



dezmosterol) i metabolita (24S-hidroksiholesterol, 27-hidroksiholesterol, holestanol)
odredena je gasnom hromatografijom-masenom spektrometrijom (GC-MS). U
primenjenim eksperimentalnim uslovima istom metodom analizirana je i zastupljenost
biljnih sterola u svetlu sve vece upotrebe hrane obogacene biljnim analozima holesterola
u ljudskoj ishrani. Pored toga, pratena je i veza izmedu sadrzaja holesterola i
neurotrofinske signalizacije.

Pracenje promena u metabolizam holesterola pokazalo je da u serumu tokom
starenja dolazi do povecanja koli¢ine holesterola, bez uticaja reZima ishrane. Dugotrajna
DR delovala je suprotno starosno-zavisnom povecanju koli¢ine holesterolskih
prekursora i holestanola, odrzavajué¢i njihov nivo na nivou 3m starih Zivotinja.
Zastupljenost 24S-hidroksiholesterola nije bila promenjena u analiziranim uslovima,
dok dijeta nije imala uticaja na povecanje koli¢ine 27-hidroksiholesterola tokom
starenja. Tokom starenja je takode doslo do povecanja koli¢ine ispitivanih biljnih sterola
(sa izuzetkom brasikasterola), dok je DR rezim odrzavao njihov nivo na nivou 3m
starih zivotinja.

Rezultati su pokazali da je tokom starenja dosSlo do smanjivanja kolicine
proteina HMGCR u korteksu pacova, bez obzira na rezim ishrane, kao i do smanjenja
nivoa proteina LXRa, koje je bilo pojacano dijetalnom restrikcijom. Koli¢ina proteina
ApoE bila je povecana tokom starenja. Dijeta u grupi zivotinja starih 12m delovala je
suprotno starenju, smanjujuci koli¢inu ovog proteina u odnosu na starosnu kontrolu.
Nivo proteina CYP46 bio je povecéan u grupi zivotinja starih 24m koje su bile
podvrgnute dijeti. U hipokampusu pacova tokom starenja doslo je do smanjenja koli¢ine
proteina HMGCR, CYP46 i LXRa, bez obzira na primenjeni rezim ishrane. Ni starenje
ni DR nisu uticali na ¢elijsku lokalizaciju ekspresije CYP46. Koli¢ina proteina ApoE u
grupi najstarijih pacova koji su bili na rezmu DR bila je povetana i u odnosu na
starosnu kontrolu, i u odnosu na 3m stare zivotinje.

Tokom starenja u korteksu je doslo do poveéanja kolic¢ine holesterola, dok u
hipokampusu nisu detektovane pormene. Sa izuzetkom lanosterola u grupi 12mAL
holesterolski prekursori su bili manje zastupljeni tokom starenja u obe ispitivane
strukture. Dijetalna restrikcija u grupi 12mAL odrzavala je nivo lanosterola na nivou
kontrolnih 3m starih Zivotinja. U grupi 24m starih Zivotinja, pod uticajem dijete doslo je

do povecanja koli¢ine dezmosterola u hipokampusu u odnosu na starosnu kontrolu,



mada je ta koli¢ina i dalje bila manja od one izmerene kod 3m starih zivotinja. Koli¢ina
holestanola bila povecana tokom starenja bez obzira na rezim ishrane. Koli¢ina 24S-
hidroksisterola nije se menjala ni tokom starenja, ni pod delovanjem dijete, ukazujuc¢i da
ispitivani eksperimentalni uslovi nisu uticali na katabolizam holesterola u mozgu
pacova.

Zastupljenost biljnih sterola u obe mozdane strukture bila je povecana tokom
starenja, dok je redukovana ishrana delovala suprotno starenju, smanjuju¢i njihovu
koli¢inu u odnosu na odgovarajuce starosne kontrole. Jedino se koli¢ina brasikasterola u
korteksu nije menjala u analiziranim eksperimentalnim uslovima.

U korteksu pacova tokom starenja doslo je do poveéanja koliine proteina
BDNF, a do smanjenja nivoa njegovog aktiviranog receptora pTrkB. Dijetalna
restrikcija je u grupi Zivotinja starih 12m dodatno povecala koli¢cinu BDNF, a u
najstarijoj grupi delovala suprotno starenju, odrzavaju¢i koli¢inu ovog trofina na
kontrolnom nivou. U 12m starim zivotinjama dijeta je odrzavala nivo aktiviranog
receptora na nivou izmerenom kod Zivotinja starih 3m. Ukupan receptor u korteksu nije
se menjao u analiziranim uslovima. Promene u trofinskoj signalizaciji u hipokampusu
tokom starenja i pod uticajem dugotrajne dijete detektovane su samo kroz poveéanje
samog proteina BDNF u grupi 12m starih zivotinja na rezimu redukovane ishrane u
odnosu na 3 meseca stare zivotinje.

Rezultati dobijeni u okviru ove disertacije pokazuju da se metabolizam holesterola
u korteksu i hipokampusu pacova menja tokom starenja i pod delovanjem dugotrajne
dijetalne restrikcije. Najveée promene uocCene su na nivou prekursora holesterola,
ukazujuéi na smanjenu stopu sinteze holesterola, dok eliminacija holesterola iz mozga
odredena njegovim katabolitom, 24S-OHC, nije bila promenjena pod datim
eksperimentalnim uslovima. Uticaj dugotrajne dijetalne restrikcije na metabolizam
holesterola bio je izrazeniji u hipokampusu, nego u korteksu, i bio je sli¢an uticaju dijete
ispoljenom u serumu pacova. Veza izmedu holesterola i neurotrofinske signalizacije bila
je izraZenija u korteksu nego u hipokampusu. Rezultati ove studije pokazali su kapacitet
dugotrajne dijetalne restrikcije da uti¢e na metabolizam holesterola u mozgu smanjujuci
njegovu sintezu, pri ¢emu koli¢ina holesterola ostaje nepromenjena, ukazuju¢i na
mogucénost kori§¢enja redukovane ishrane u regulaciji metabolizma holesterola kako u

periferiji, tako i u mozgu.
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RESUME:

Effect of aging and long-term dietary restrictions on cholesterol metabolism in the
rat forebrain

Ageing of the central nervous system is associated with a number of changes
that disturb nerve function, especially motor control and cognitive abilities. It is
believed that cognitive disorders in aging are consequence of reduced synaptic
plasticity, especially in the cortex and hippocampus, brain regions extremely important
for learning and memory processes. Dominant factor that can influence aging in general,
and therefore the aging of the brain is reduced diet regime, without malnutrition. In
addition to being known for decades that reduced caloric intake prolongs life span of
many species, including mammals, it is shown that it delays and alleviates age-
dependent changes.

Cholesterol is the most abundant lipid in mammalian cells. By participating in
the construction of phospholipid bilayer of biological membranes, it regulates their
fluidity, permeability and rigidity, and consequently the functional properties of
membrane proteins, such as ion channels and transmmitters receptors. Cholesterol
metabolism represents one aspect of synaptic plasticity, as has been shown that
cholesterol is essential for biogenesis of synaptic vesicles, and vesicle transport, as well
as for proper functional organization of lipid rafts. The brain contains the most
cholesterol of all the organs in the body. Maintenance of cholesterol homeostasis is
essential for proper functioning of the central nervous system.

The aim of this study was to analyze the influence of aging and long-term
dietary restriction on cholesterol metabolism in the rat serum, cortex and hippocampus.
The experiments were performed on 3-, 12-, and 24-month-old male Wistar rats fed ad
libitum (AL), or exposed to long term DR (100% every other day-EOD) starting from
the age of 3. At the indicated time points, the rats were killed by decapitation. The
expression of proteins involved in cholesterol synthesis (HMGCR), transport (ApoE),
catabolism (CYP46) and regulation (LXRa) was determined using Western blot and
immunohistochemistry. The levels of cholesterol, its precursors (lanosterol, lathosterol,
desmosterol) and metabolites (24S-hydroxycholesterol, 27-hydroxycholesterol,

cholestanol) were determined by gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS). The



same method was used to analyze the amount of phytosterols, given the increasing use
of foods enriched with plant analogues of cholesterol in human nutrition. Additionally,
the link between cholesterol content and neurotrophin signaling in the rat cortex and
hippocampus was analyzed at protein level.

In rat serum cholesterol levels were increased during ageing, regardless of diet
regime. Long-term dietary restriction counteracted age-dependent increase in the
amount of cholesterol precursors, maintaining their level at the one measured in 3
month old animals. The same influence of dietary restrictions was detected on the age-
dependent increase in the cholestanol levels. The amount of 24S-hydroxycholesterol
remained stable under experimental conditions, while dietary restriction had no effect
on elevated 27-hydroxycholesterol levels during ageing. Ageing has led to increased
phytosterols levels, while reduced dietary intake maintained their content on control
levels measured in 3-month-old animals.

During aging, there was a reduction in HMGCR protein in the rat cortex,
regardless of the diet, and reduction in the levels of LXRa protein, which has been
reinforced by dietary restriction. The amount of ApoE protein was increased during
ageing. Dietary restriction in the group of 12-month-old animals acted contrary to aging,
reducing the amount of this protein in relation to age control. CYP46 protein levels
were increased in the group of 24-month-old animals exposed to diet. In the rat
hippocampus aging has caused decreased levels of HMGCR, CYP46 and LXRa
proteins, regardless of the diet. The amount of ApoE protein in the oldest group of rats
that were exposed to dietary restriction was increased in comparison to age-control, and
compared to 3 month old animals.

Aging induced slight but significant increase of cholesterol content in the rat
cortex, while there were no changes in the amount of cholesterol in the hippocampus.
With the exception of lanosterol at 12- month- old AL- fed animals, cholesterol
precursors were less common in aging in both brain regions examined. Dietary
restriction in the group 12mAL animals prevented the increase of lanosterol amount,
keeping it at the level detected in 3-month-old animals. In the hippocampus of 24-
month old animals, reduced diet intake increased desmosterol amount in relation to age
control, although the amount was still less than that measured in 3-month-old controls.

Cholestanol content was increased during ageing, regardless of diet regime. The levels



of 24S-hydroxycholesterol remained stable under experimental conditions, indicating
that experimental conditions had no influence on brain cholesterol catabolism.

Amount of plant sterols in both brain structures was increased during aging,
while the reduced diet intake acted contrary to the aging, decreasing their levels in
relation to age-appropriate controls. Only the amount of brassicasterol in the cortex did
not change in the analyzed experimental conditions.

In the rat cortex ageing influenced increased BDNF protein levels, and
decreased levels of activated receptor pTrkB. Dietary restriction in the group of 12-
month-old animals further increased the amount of BDNF, while in the oldest group
acted contrary to aging, keeping the amount of this trephine on the control level. At 12-
month-old animals dietary restriction maintained levels of activated receptors at the one
measured in animals aged 3 months. The total receptor in the cortex did not change in
the analyzed conditions. Changes in trephine signaling in the hippocampus during aging
and under the influence of long-term dietary restriction were detected only through the
increase in BDNF protein in the group 12 months old animals exposed to reduced
feeding compared to 3 month old animals.

The results obtained in this thesis showed that the cholesterol metabolism in the
rat cortex and hippocampus have changed during ageing and under the influence of
long-term dietary restriction. The greatest changes were observed at the level of
cholesterol precursors, indicating a reduced rate of cholesterol synthesis, while the
elimination of cholesterol from the brain determined by its derivate, 24S-
hydroxycholesterol, was not altered under the experimental conditions. Effect of long-
term dietary restriction on cholesterol metabolism was more pronounced in the
hippocampus than in the cortex, and was similar to the impact of reduced dietary intake
manifested in the rat serum. The link between cholesterol and neurotrophine signaling
was more evident in the cortex than in hippocampus. The results of this study showed
the capacity of long-term dietary restriction to influence cholesterol metabolism in the
brain by reducing its synthesis, whereas the amount of cholesterol remained unchanged,
and point to long-term DR as a possible alternative to statin use for its ability to

preserve cholesterol homeostasis in the brain.

Key words: ageing, dietary restriction, cortex, hippocampus, rat, cholesterol
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SKRACENICE

24S-OHC (engl. 24S-hydroxycholesterol) -24S-hidroksiholesterol

27-OHC (engl. 27-hydroxycholesterol) -27-hidroksiholesterol

AB — Alchajmerova bolest

AL - ad libitum

APP (engl. amyloid precursor protein) - amiloid prekursorskog proteina

ApoE (engl. Apolipoprotein E)- apolipoprotein E

BDNF (engl. Brain-Derived Neurotrophic Factor)- mozdani neurotrofinski faktor
bFGF (engl. basic fibroblast growth factor)- bazni fibroblastni faktora rasta

BSA (engl. Bovine Serum Albumin)- govedi albumin seruma

CYP46AL1 (engl. cholesterol 24-hydroxylase)- holesterol 24-hidroksilaza

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DR - dijetalna restrikcija

ERK (engl. Extracellular signal-Regulated Kinases)- kinaze ¢ija je aktivnost regulisana
vancelijskim signalima

HB — Hantingtonova bolest

HDL (engl. high density lipoproteins)-lipoprotein visoke gustine

HFD (engl. high fat diet)- hrana bogate mastima

HMGCR (engl. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA  reductase)-  3-Hidrokosi-3-
metilglutaril koenzim A reduktaza

HSP (engl. heat shock proteins) -proteini toplotnog stresa

IF - (engl. intermittent fasting)- intermitentnoj ishrani

LDL (engl. low density lipoproteins)- lipoprotein niske gustine

LDLR (engl. low-density lipoprotein receptor)- receptor lipoproteina niske gustine
LRP1 (engl. low-density lipoprotein receptor-related protein)- protein srodan receptoru
lipoproteina niske gustine

LTP (engl. long-term potentiation)- dugotrajnu potencijaciju

LXR (engl. liver X receptors)- X receptori jetre

MCI (engl. mild cognitive impairment)- blago kognitivno oSte¢enje

NGF (engl. Nerve Growth Factor)- nervni faktor rasta

NT-3 (engl. Neurotrophin-3)- neurotrofin-3



NT-4/5 (engl. Neurotrophin-4/5)- neurotrofin-4/5

NT-6 (engl. Neurotrophin-6)- neurotrofin-6

NT-7 (engl. Neurotrophin-7)- neurotrofin-7

p75NTR (engl. p75 Neurotrophin Receptor)- p75 neurotrofinski receptor
PB - Parkinsonova bolest

PNS - periferni nervni sistem

RCT (engl. reverse cholesterol transport) -reverzni holesterolski transport

RNK - ribonukleinska kiselina

ROS (engl. reactive oxygen speces)- reaktivne vrste kiseonika

SSD (engl. sterol sensing domen)- domen osetljiv na sterole

SZO Svetska zdravstvena organizacija

TrkB (engl. Tropomyosin receptor kinase B)- tropomiozin kinazni receptor B
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1. UvOD

1. 1. Starenje

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (SZO) populacija starih ljudi u
svetu se u poslednjih 50 godina utrostrucila, a takav trend ¢e se nastaviti i narednih 50
godina. Stara populacija raste brze od ukupne populacije u skoro svim regionima sveta.
Ipak, stopa rasta starije populacije je brza u slabije razvijenim zemljama. Takode,
populacija starih ljudi stari i sama po sebi. U vecini zemalja sveta, bez obzira na geografski
polozaj i stopu razvoja, populacija ljudi koji imaju 80 i viSe godina raste brze od bilo kog
"mladeg” segmenta stare populacije. ViSe od polovine populacije starijih od osamdeset
godina nalazi se u 6 zemalja: Kini, SAD, Indiji, Japanu, Nemackoj i Ruskoj Federaciji.
Poslednjih godina starenje sve viSe postaje socijalni problem. Medutim, sve navedeno
dovelo je do procvata istraZivanja vezanih za proces starenja, kao i do razvoja strategija
koje bi mogle da uspore starenje i obezbede normalan Zivot starim ljudima. Jedna od
zbunjujuéih stvari u vezi sa procesom starenja je to da je, uprkos svojoj univerzalnosti
medu viSim organizmima, starenje u sustini artefakt, s obzirom da su stari organizmi u
prirodi ekstremno retki. Cinjenica da veéina Zivotinja u prirodi retko dozivi starost (usled
predatora, bolesti, gladi ili suse) (Holliday, 2006), ukazuje na to da je starenje fenomen koji
je ekskluzivno prisutan kod ljudi (Hayflick, 2000). lako je starenje nepredvidivo na
individualnom nivou, postoji znafajna nasledna komponenta dugovecnosti (Cournil i
Kirkwood, 2001; Muiras i saradnici, 1998; Perls i saradnici, 2002).

Starenje se uglavnom definiSe kao nagomilavanje Stetnih promena u ¢elijama i
tkivima tokom vremena, koje povecavaju rizik za razliite bolesti i, na kraju, dovode do
smrti jedinke (Harman, 2003).



1. 2. Teorije starenja

Tokom istorije, ljudi su se neprestano trudili da otkriju lek za starenje i bolesti koje
su povezane sa starenjem, neprekidno tragajuci za "fontanom mladosti”. Ovaj san nikada
nije postao stvarnost, upravo zbog toga Sto proces starenja josS nije u potpunosti razjasnjen.
Ipak, na osnovu raspolozivog znanja predlozeno je nekoliko teorija starenja.

e Evoluciona teorija starenja

Ova teorija smatra da je starenje rezultat smanjenog intenziteta prirodne selekcije.
Prvi put je formulisana ¢etrdesetih godina proSlog veka posmatranjem pacijenata obolelih
od Hantingtonove bolesti (HB) (Case i Haldane, 1941). Nedostatak prirodne selekcije,
usled koga bolest opstaje u populaciji, objasnjava se relativno kasnim pocetkom bolesti
(30-40 godina), koji omogucava nosiocima dominantne letalne mutacije da se reprodukuju
pre smrti. Takode, jo§ je Darvin objasnio da prirodna selekcija deluje na organizme koji
prvenstveno umiru usled predatora i prirodnog okruZenja i da je njihova duZina Zivota
optimizovana na njihovo zivotno okruzenje (Weinert i Timiras, 2003). U prilog ovome ide i
Cinjenica da zivotinje koje zive u zastiCenoj sredini zive duze i verovatno dostizu
maksimalnu duZinu Zivota (Holliday, 2006).

e Slobodnoradikalska teorija starenja

Ova teorija je prvi put formulisana pedesetin godina proSlog veka kada je
pretpostavljeno da jedan zajednicki proces, modifikovan genetickim 1 sredinskim
faktorima, tokom koga dolazi do akumulacije endogenih kiseoni¢nih radikala, moze biti
odgovoran za starenje i smrt svih Zivih bi¢a (Harman, 1957). Ova teorija je revidirana 1972.
godine kada su mitohondrije identifikovane kao odgovorne za inicijaciju vecine
slobodnoradikalskih reakcija povezanih sa procesom starenja (Harman, 1972). Tada je
takode postulirano da je duzina zivota odredena stopom ostecenja mitohondrija od strane
slobodnih radikala.

e Mitohondrijalna teorija starenja

Ova teorija se smatra proSirenom slobodnoradikalskom teorijom starenja (Miquel i

saradnici, 1980). Mutacije mitohondrijske dezoksiribonukleinske Kkiseline (DNK) se

progresivno akumuliraju tokom Zivota i direktno su odgovorne za naru$avanje oksidativne



fosforilacije, dovode¢i do pojac¢ane produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. reactive
oxygen speces, ROS), §to dalje rezultuje pove¢anom stopom oste¢enja mitohondrijske DNK
1 mutageneze, aktivirajuci zacarani krug, koji se na kraju zavrSava smréu.
e Teorija genske regulacije
Ova teorija predlaZe starenje kao rezultat promena koje se deSavaju u ekspresiji
gena (Kanungo, 1975; Weinert i Timiras, 2003). lako je poznato da tokom starenja zaista
dolazi do promena u ekspresiji mnogih gena, nije verovatno da selekcija moze da deluje na
gene koji direktno promovisu starenje (Weinert i Timiras, 2003). | dalje postoji niz
kontroverzi u ovoj oblasti, pa se smatra da je bolje starenje posmatrati kao stohasticki
proces, a ne kao programirani mehanizam koji je pod direktnom kontrolom gena.
e Telomerazna teorija starenja
Zastupnici ove teorije isticu fundamentalnu ulogu telomera i enzima telomeraze i
njihovog znacaja za sam proces starenja. Naime, smatra se da je ekspresija ovog enzima
neophodna za ¢elijsku besmrtnost (Rhyu, 1995) i da njegovo odsustvo moze da lezi u
osnovi procesa celijskog starenja (Harley i saradnici, 1990; Ahmed i Tollefsbol, 2001;
Artandi, 2006). I pored toga §to je poznato da je narusena funkcija telomera ukljucena u
prevremeno starenje koje karakteriSe progeriju, ekstremno retko stanje u kome se simptomi
koji nalikuju starenju ispoljavaju u ranom uzrastu, nase znanje o ovim mehanizmima je jos
uvek na samom pocetku.
e Imunska teorija starenja
Ova teorija je predloZzena 1989. godine (Franceschi 1989; Franceschi i saradnici,
2000a) 1 u njoj je sugerisano da je starenje indirektno kontrolisano mrezom celijskih 1
molekulskih odbrambenih mehanizama. Glavnu ulogu imaju enzimi reparacije DNK,
enzimski i neenzimski antioksidativni sistemi (superoksid dismutaza, katalaza, glutation
peroksidaza), produkcija proteina toplotnog stresa (engl. heat shock proteins, HSP)
(Franceschi 1989; Franceschi i saradnici, 2000b). Ovi mehanizmi funkcionisu tako Sto
ogranicavaju negativne efekte razliitih fizickih, hemijskih i bioloskih stresora. Efikasnost
ove mreze je geneticki kontrolisana i razli¢ita je medu vrstama i individuama. Ova teorija
narocito istice znacaj imunskog sistema kao najmoc¢nijeg mehanizma koji se suoCava sa

stresorima (Franceschi i saradnici, 2000a). Subjekti koji tokom godina ocuvaju



funkcionisanje svog imunskog sistema na visokom nivou ¢e najverovatnije imati dug zivot
(Wayne i saradnici, 1990; Pawelek i saradnici, 1999).
e Neuroendokrina teorija starenja

Ova teorija ukazuje na to da je starenje posledica promena u neuralnim i endokrinim

funkcijama koje su klju¢ne za koordinaciju 1 odgovor razliCitih sistema na spoljasnju

sredinu, programiranje fiziolodkih odgovora na stimuluse sredine i odrZzavanje optimalnog

funkcionalnog statusa za reprodukciju i prezivljavanje. Navedene promene uti€u na

prezivljavanje preko adaptacije na stres (Fabris, 1991; De La Fuente, 2002).

1. 3. Starenje centralnog nervnog sistema

Starenje je fenomen na koji uti¢e mnostvo faktora i koji se deSava na molekulskom,
¢elijskom i tkivnom nivou i predstavlja kompleksan niz dogadaja (Cummings, 2007) koji
zahvata ceo organizam. Termin “normalno starenje mozga” se koristi za opisivanje starenja
CNS-a u odsustvu klinicki dijagnostifikovanih neurodegenerativnih ili psihijatrijskih
bolesti, ili srodnih patologija. Ipak, treba ista¢i da se molekulske promene do kojih dolazi
tokom normalnog starenja mozga znatno preklapaju sa onima uo¢enim kod mnogih bolesti.

Starenje razli¢ito utie na razlicite aspekte neuroloSke funkcije (Christensen, 2001;
Ruffman i saradnici, 2008; Salthouse, 1982; Schaie, 1996). Sposobnosti koje se odnose na
brzinu obrade informacija, reSavanje problema, inhibitornu funkciju, radnu memoriju,
dugotrajnu memoriju ili prostornu orijentaciju, opadaju sa starenjem (Park i Reuter-Lorenz,
2009; Salthouse, 1982, 1996). Pored toga, razli¢ite motorne funkcije, ukljucujuéi vreme
reakcije, brzinu pokreta i koordinaciju ruke i stopala, konstantno slabe tokom starenja (Era i
saradnici, 1986; Fozard i saradnici, 1994; Kauranen i Vanharanta, 1996). Nasuprot tome,
sposobnosti koji se odnose na opSte znanje, implicitnu memoriju i profesionalnu stru¢nost,
ne opadaju sa starenjem, ve¢ tokom godina ¢ak moze do¢i do njihovog poboljSanja

(Christensen, 2001; Park i Reuter-Lorenz, 2009; Salthouse, 1982).



1. 4. Mehanizmi starenja i kognitivnog propadanja

NaSe znanje o osnovama molekulskih mehanizma starenja znatno je unapredeno
tokom poslednje dve decenije. Identifikovani su signalni putevi koji deluju kao glavni
regulatori starenja i same duZzine Zivota, a koji su evolutivho ocuvani kod kvasaca,
nematoda, musSica i sisara. Stopa starenja nije neizbezno fiksirana, ve¢ je plasticna i
podloZzna modifikacijama. Kognitivno propadanje koje je povezano sa starenjem mozga
sisara takode je varijabilno i1 potencijalno podloZzno modifikacijama. Vazno pitanje je da li
su starosno-zavisne kognitivne promene posredovane bilo kojim od glavnih regulatora
starenja i duzine Zivota. Novije studije su povezale ove signalne puteve sa kontrolom
starosno-zavisne patologije mozga, daju¢éi moguénost da naruSena regulacija
fundamentalnih mehanizama starenja moZe doprineti patogenezi neurodegenerativnih
poremecaja. Bolji uvid u biologiju starenja mozga ostvaren je koriS¢enjem naprednijih
tehnika. Mikroerej tehnologija je omogucila opStu analizu ekspresije gena kod model
organizama i ljudi, dovodeci do identifikacije evolutivno o¢uvanih promena tokom starenja.
Istovremeno, napredne tehnike snimanja mozga su nam omogucile uvid u kognitivne mreze

ljudskog mozga koji stari.

1.4.1. Makroskopske promene mozga tokom starenja

Mnoge post mortem studije humanih mozgova otkrile su gubitak u teZini mozga od
oko 0,1% godisnje kod ljudi starih izmedu 20 i 60 godina. Taj gubitak je intenzivniji nakon
60. godine zivota (Miller i Corsellis, 1977; Dekaban, 1978; Ho i saradnici, 1980, Blinkov i
Glezer, 1968). Kada je tokom 70-tih godina proslog veka pocelo da se koristi neinvazivno
snimanje mozga, otkriveno je da se volumen mozga takode smanjuje tokom starenja
(Coffey i saradnici, 1992; Jernigan i saradnici, 1990; Pfefferbaum i saradnici, 1994). Ovo
smanjenje je relativno difuzno i uniformno u beloj masi cerebralnog korteksa, ali pokazuje
neke regionalne razlike. Frontalni i parijetalni korteks su pogodeni viSe nego temporalni i
okcipitalni korteks. Strijatum je takode pogoden (Raz, 2004; Resnick i saradnici, 2003;
Scahill i saradnici, 2003; Trollor i Valenzuela, 2001). Redukcija volumena mozga se



poveéava sa 0,1-0,2% godisnje izmedu 30. i 50. godine Zivota na 0,3-0,5% godisSnje nakon
70. godine zivota. Ventrikularni sistem se Siri i popunjava prostor nastao redukcijom
zapremine mozga. Leptomeningealni kompleks tokom satrenja blago zadebljava, dok se

subarahnoidni prostor uvecava.

1.4.2. Mikroskopske promene mozga tokom starenja

Shvatanja mikroskopske osnove makroskopskih promena mozga koje su uocene
tokom starenja promenila su se tokom godina. Glavna kontroverza se odnosi na gubitak
neurona. Prvobitne studije, zapocete 50-tih godina proslog veka dovele su do zakljucka da
tokom starenja dolazi do znacajnog gubitka neurona. Gubitak neurona iznosio je od 10% do
60%, u zavisnosti od studije i ispitivane populacije neurona. Ipak, uoéene su i populacije
neurona, poput jedra kranijalnog nerva, u kojima se broj ¢elija nije smanjivao tokom
starenja (Esiri, 1994). Tada se smatralo da su neuroni cerebralnog korteksa (Brody, 1955;
Henderson i saradnici, 1980) i hipokampusa (Ball, 1977), kao i Purkinjeove ¢elije malog
mozga (Hall i saradnici, 1975) naroéito pogodene starenjem. Medutim, novije studije
bazirane na stereoloSkom pristupu i izucavanju neurona u trodimenzionalnom prostoru
(Benes i1 Lange, 2001; Howard i Reed, 1998; West, 1993; West, 1999) dovele su do
zakljucka da je gubitak neurona tokom starenja ili nedetektabilan, ili relativno umeren (Hof
i Morrison, 2004; West i saradnici, 1994). Procenjivanje stepena gubitka neurona tokom
starenja dodatno se komplikuje ¢injenicom da su u istraZivanjima uglavnom proucavani
mozgovi ljudi starijih od 80 godina, koji su ve¢ pokazivali patoloske promene poput
amiloidnih plaka i neurofibrilarnih klubadi i koji su takode bili pogodeni neurovaskularnim
bolestima (Neuropathology Group of the Medical Research Council Cognitive Function
and Ageing Study (MRC CFAS), 2001). Generalno, kod primata je pokazano da tokom
starenja ne dolazi do znacajnog gubitka neurona u hipokampusu i ve¢em delu neokorteksa.
Ipak, redukcija neurona od 30% je uocena u dorzolateralnom prefrontalnom korteksu
primata i to je promena koja korelira sa naruSavanjem zadataka radne memorije koja je
zavisna od funkcije ovog regiona mozga (Gazzaley i saradnici, 1997; Keuker i saradnici,
2003; Merrill i saradnici, 2000; Peters i saradnici, 1994; Smith i saradnici, 2004).



Sa druge strane, iako se broj neurona ne menja, pokazano je da se veli¢ina neurona
smanjuje tokom starenja, naroCito u cerebralnom korteksu (Anderson i saradnici, 1983;
Haug, 1985; Meier-Ruge i saradnici, 1980; Terry i saradnici, 1987). Smatra se da veli¢ina
neurona reflektuje stepen dendritske i aksonske arborizacije celije. Stoga ne izneneduju
podaci da tokom starenja dolazi do smanjenja broja sinapsi, koje su lokalizovane uglavnom,
ali ne 1 isklju¢ivo na dendritskim trnovima. Kod ljudi starijih od 50 godina zapazena je
redukcija u broju i gustini trnova od 46% (Jacobs i saradnici, 1997). Medutim, pokazno je
da moze do¢i do kompenzatornog povecanja nekih dendrita, da bi se nadoknadio gubitak
drugih (Buell i Coleman, 1981). Za razliku od neurona, tokom starenja mozga detektovano

je povecanje broja i veli¢ine astrocita i ¢elija mikroglije (Esiri, 2007).

1.4.3. Celijske i molekulske promene

Kljuéni faktor koji ima ulogu u starenju mozga je visok nivo oksidativnog
metabolizma neurona kojim obezbeduju energiju potrebnu za normalno funkcionisanje.
Aktivnost mitohondrija neophodna za oksidativni metabolizam neminovno dovodi do
stvaranja slobodnih radikala koji imaju sposobnost da oStete proteine, nukleinske kiseline i
lipide. Ostecenje DNK dovodi do smanjene genske ekspresije ili stvaranja izmenjenih
proteina koji moraju biti eliminisani procesima kao Sto je proteazomska degradacija. Jedna
novija studija ribonukleinskih kiselina (RNK) dobijenih iz humanih prefrontalnih korteksa
je pokazala da je oko 4% od 11000 ispitivanih gena imalo smanjenu ekspresiju nakon 40.
godine zivota (Esiri, 2007). Ovi geni su ukljuceni u procese sinapticke funkcije i
plasti¢nosti, vezikularnog transporta, mitohondrijalne funkcije i homeostaze kalcijuma.
Nasuprot njima, ekspresija nekih gena je povecana, ukljucujuci gene koji imaju ulogu u
pakovanju proteina i odgovoru na stres, antioksidativnoj odbrani, homeostazi jona metala i
inflamatornom odgovoru (Lu i saradnici, 2004). Enzimi antioksidativne zastite i faktori
rasta, za koje se oCekuje da suzbijaju efekte oksidativnih o$teéenja, imaju izmenjenu
efektivnost usled promena u njihovim signalnim putevima ili niskoj produkciji tokom
starenja (Mattson i saradnici, 2004). Antioksidativna odbrana u mozgu je, u najboljem

slucaju, relativno niska. Nasuprot tome, mozak je bogat nezasicenim masnim kiselinama



koje su narocito osetljive na peroksidaciju (Xiong i saradnici, 2002). Tokom starenja
detektovana je i povecana koli¢ina gvozda u mozgu (Zecca i saradnici, 2004). Gvozde
dospeva do mozga mehanizmom selektivnog usvajanja preko krvno-mozdane barijere, ali
malo je poznato kako se oslobada i zasto se akumulira tokom starenja. Gvozde je
esencijalna komponenta mnogih enzima u mozgu, ali visoka koncentracija reaktivnog
gvozda moze da potpomogne oksidativni stres. Pored gvozda, i1 kalcijum ima
fundamentalnu ulogu u normalnom funkcionisanju ¢elije. Smanjenje efikasnosti
mitohondrija do koga dolazi tokom starenja je povezano sa promenama u homeostazi
kalcijuma. Poveéani nivo unutaréelijskog Ca®* je odgovoran za aktivaciju kalcijumom-
aktiviranih proteaza, kaspaza, Sto dovodi do c¢elijske smrti apoptozom. Medutim,
verovatnije je da se u mozgu tokom starenja ispoljavaju lokalizovaniji efekti, poput
odumiranja odredenih dendrita (Cowan i saradnici, 2001; Gilman i Mattson, 2002).
Mozdani neurotrofinski faktor (engl. brain derived neurotrofic factor, BDNF) je
dobro okarakterisan modulator normalnog starenja mozga (Tapia-Arancibia i saradnici,
2008). Njegov nivo se u mozgu smanjuje sa godinama. Ovaj faktor je neophodan za
procese ucenja i paméenja koji su naruSeni tokom starenja (Tapia-Arancibia i saradnici,
2008). Njegova ekspresija moze biti indukovana fizickom aktivno$éu 1 dijetalnom
restrikcijom, koje takode predstavljaju modulatore normalnog starenja mozga (Tapia-

Arancibia i saradnici, 2008).

1.5. Sredinski faktori i starenje mozga

Najvazniji sredinski faktor koji utie na starenje uopste, a posebno na starenje
mozga je redukovana ishrana. Ve¢ decenijama se zna da redukovani dnevni unos hrane
znacajno produzava Zivot glodara i nekih drugih Zivotinja (Merry, 2002; Martin i saradnici,
2006). Pored toga, smanjeno unoSenje hrane povecava otpornost na oksidativne i
metabolicke povrede, kancer, stres i dijabetes. Ostali korisni uticaji na mozdanu funkciju u
starijem Zivotnom dobu su fizicka aktivnost (Cotman i Berchtold, 2002), obrazovanje

(Shenkin i saradnici, 2003; Staff i saradnici, 2004), kognitivna stimulacija (Lazarov i



saradnici, 2005) i visok unos polinezasi¢enih masnih kiselina (Kyle, 2002) i vitamina B,
narocCito B6, B12 i folata (Elias i saradnici, 2006).

1.6. Dijetalna restrikcija

Dijetalna restrikcija (DR) oznacava smanjeni unos hranljivih materija, bez
pothranjenosti. Termin "dijetalna restrikcija” oslikava cCinjenicu da su sve dijetalne
komponente redukovane, a ne samo broj kalorija (Masoro, 2009). Takode, pored ukupnog
unosa hrane, treba obratiti paznju i na vreme izmedu obroka. MiSevi koji su bili na
intermitentnoj ishrani (engl. intermittent fasting, IF) koja podrazumeva gladovanje svakog
drugog dana pokazali su sliéne mataboli¢ke promene kao i miSevi koji su bili na
svakodnevnoj DR (Anson i saradnici, 2003; Mattson i saradnici, 2003).

Smatra se da prekretnicu u izuCavanju efekata restriktivnog reZima ishrane na
duzinu 1 kvalitet zivota predstavlja pionirski rad Mekkeja i saradnika iz 1935. godine
(McCay i saradnici, 1935). Ipak, ideja da smanjeni unos hrane ima pozitivan uticaj na
zdravlje, a samim tim i na duZinu Zivota je znatno starija. Antikonvulzivna svojstva
gladovanja prepoznata su jos u anti¢ko vreme, $to sugeriSe da gladovanje i, generalno, DR
verovatno predstavljaju prvi efikasan tretman za epilepticke napade u medicinskoj istoriji.
Srednji vek je doneo prve pisane zapise o0 blagotvornom dejstvu kalorijske restrikcije
zahvaljuju¢i italijanskom plemic¢u Luidiju Kornaru (Luigi Cornaro) iz 15. veka. On je Ziveo
Zivot u izobilju sve do svoje 35. godine, kada je po savetu lekara preSao na umerenu
ishranu. Takav rezim ishrane je propagirao u 4 kratke knjige koje je napisao izmedu 83. i
95. godine zivota nazvane ‘‘La vita sorba’’, ili ““Umetnost dugog zivljenja’’. Kornarov
recept da se ‘‘jede Sto je manje moguce’’ njemu je bio izuzetno koristan, jer je ziveo 102
godine u vreme kada je prosecna duzina Zivota u Evropi iznosila manje od 30 godina
(Leon, 2011). Frensis Bejkon (Francis Bacon, 1561-1626) je rekao " izgleda da je
potvrdeno da onaj ko malo jede, doceka dug zivot”, navodeé¢i za primer monahe u
manastirima. Ser Vilijam Templ (William Temple, 1628-1699) je napisao da je "dobro
zdravlje i dugovecnost nagrada za siromasne, a ne za bogate, jer prvi zavise od umerenosti,

a ne od viska”. Sli¢no tome, Dzordz Vasington (George Washington, 1732-1799) je



izjavio da "ukoliko zelite dugo da Zivite, prvo nastojte da svoje apetite stavite u razumne
okvire”.

Eksperimentalne studije efekata restrikcije hrane na Zivotinjama pocele su
pocetkom 20. veka. Godine 1917. Osborn i saradnici (Osborne i saradnici, 1917) su
pokazali da restrikcija unosa hrane kod pacova ima pozitivan uticaj na njihov zivotni vek,
kao i na reprodukciju u kasnijem zivotu. Mekkej je u svom ¢esto citiranom radu pokazao da
restrikcija unosa hrane od 40% zapoceta kada se Zivotinja odvoji od majke dramati¢no
produzava njen zivot. Nakon ovog rada, pokazano je da dijetalna restrikcija ima sli¢ne
korisne efekte kod razli¢itih vrsta, i za sada je to jedina eksperimentalna intervencija koja
moze da produzi zivot kod mnogih vrsta, uklju¢ujuéi kvasce, voéne musice, nematode, ribe,
pacove, miSeve i pse (Weindruch i Walford, 1988; Masoro, 2005). Beski¢menjacki model
organizmi su naro¢ito pogodni za analizu molekularnih mehanizama DR usled svoje
jednostavnosti i kratkog Zivotnog ciklusa (Fontana i saradnici, 2010; Kenyon, 2005). Ipak,
metabolicki, anatomski i fizioloski, beskicmenjaci se veoma razlikuju od sisara, tako da se
pokazalo da glodari predstavljaju izuzetno vredan i pouzdan model za odredivanje uticaja
DR na duzinu 1 kvalitet Zivota sisara. Kod glodara redukcija prose¢nog dnevnog kalorijskog
unosa od 30% do 60% zapoceta rano u Zivotu dovodi do proporcionalnog povecanja
maksimalne duzine zivota od 30% do 60% (Weindruch i Walford, 1988; Masoro, 2005).
DR zapoceta u adultnom dobu (12 meseci) produzava maksimalnu duzinu zivota, ali samo
10-20% (Weindruch i Walford, 1982). Do danas, miSevi i pacovi su jedini sisarski
organizmi kod kojih je jasno pokazano da DR poveéava i prose¢nu i maksimalnu duzinu
zZivota i usporava mnoge strukturne i fizioloSke promene do kojih dolazi tokom starenja u
mnogim organima i tkivima.

U toku su dve studije o efektima DR (30% restrikcije) na prevenciju bolesti i
dugovecénost na rezus majmunima. Jedna se odvija na Univerzitetu Viskonsin u Medisonu,
a druga na Nacionalnom institutu za starenje (Ingram i saradnici, 1990; Kemnitz i saradnici,
1993). Sli¢no glodarima, DR kod majmuna dovodi do smanjenja ukupnih i visceralnih
masnih naslaga, poboljSava insulinsku senzitivnost i lipidni profil, sniZzava telesnu
temperaturu i smanjuje inflamaciju (Kemnitz i saradnici, 1994; Lane i saradnici, 1996; Roth

i saradnici, 2002; Kim i saradnici, 1997). S obzirom da rezus majmuni zive oko 40 godina,
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bi¢e potrebno joS desetak godina da se dobiju podaci o efektima dugotrajne DR na
maksimalnu duzinu Zivota ovih primata.

Utvrdivanje efekata DR na starenje i duZinu Zivota kod ljudi je teSko, s obzirom da
ne postoje validni biomarkeri starenja i zato $to je teSko sprovesti randomizovanu i
kontrolisanu dugotrajnu studiju prezivljavanja kod ljudi normalne tezine. Drugi potencijalni
problem je neadekvatna upotreba termina "kalorijska, tj. dijetalna restrikcija” u klini¢kim
studijama. U studijama na Zivotinjama, DR se odnosi na uslove u kojima je energetski unos
30-50% redukovan u odnosu na nivo unosa kontrolne grupe Zivotinja kojoj je standardna
briketirana hrana dostupna ad libitum (AL). U nekim studijama unos hrane kontrolne grupe
Zivotinja je ogranicen (85-95% kalorija koje Zivotinje unose AL) da bi se izbeglo poredenje
ispitivane DR grupe sa kontrolnim Zivotinjama koje dobijaju na teZini tokom starenja (Pugh
i saradnici, 1999). Nasuprot tome, kod ljudi se termin DR Kkoristi da se opiSe redukcija

energetskog unosa u uslovima kada je bazalni unos energije ve¢ poviSen (gojazni ljudi).

1.6.1. Efekti dijetalne restrikcije

lako su korisni efekti dijete na kardiovaskularni, imuni i endokrini sistem dobro
poznati (Roth i saradnici, 2004; Lane i saradnici, 1999; Masoro, 2000; Berrigan i saradnici,
2002; Hursting i saradnici, 2003), njen uticaj na nervni sistem nije sistematski prouc¢avan
sve do nedavno. Ipak, klini¢ke studije o efektima DR na starenje mozga i neuroloSke bolesti
Jo3 nisu sprovedene i sve raspolozive informacije poti¢u iz animalnih studija.

Celije CNS-a se tokom starenja suolavaju sa poveéanim oksidativnim stresom
(Serrano i Klann, 2004; Zecca i saradnici, 2004), narusenom energetskom homeostazom
(Ames, 2004), akumulacijom os$tec¢enih proteina (Gray i saradnici, 2003; Trojanowski i
Mattson, 2003) i lezijama na nukleinskim kiselinama (Kyng i Bohr, 2005; Lu i saradnici,
2004). DR je jedna od eksperimentalnih manipulacija koje uspe$no cuvaju stepen
plasti¢nosti i/ili kognitivnih sposobnosti kod starih Zivotinja (Idrobo i saradnici, 1987;
Ingram i saradnici, 1987; Stewart i saradnici, 1989; Pitsikas i Algeri, 1992; Pitsikas i
saradnici, 1992; Eckles i saradnici, 1997; Eckles-Smith i saradnici, 2000). Ipak,

molekularna osnova ovih procesa nije sasvim razjasnjena.
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Kod odraslih pacova DR uzrokuje smanjenje oStecenja hipokampusa i strijatuma i
poboljSava rezultat na testovima ponaSanja nakon ekscitotoksi¢nih i metabolickih povreda
(Bruce-Keller i saradnici, 1999). Neuroprotektivni efekat DR pokazan je i u animalnim
modelima HB, Parkinsonove bolesti (PB), mozdanog udara i AB (Duan, 2003; Maswood,
2004, Yu i saradnici, 1999).

Ranije je pomenuto da tokom starenja dolazi do kumulativnih oStecenja
uzrokovanih mitohondrijalnim reaktivnim kiseoni¢nim vrstama (Harman, 1956). Poznato
je da postoji obrnuta korelacija izmedu produkcije ROS i dugoveénosti kod sisarskih vrsta
(Ku i saradnici, 1993). Mozak je posebno osetljiv na oksidativni stres usled visoke stope
aktivnosti mitohondrija i prisustva jona teSkih metala koji mogu delovati kao katalizatori
oksidativnih reakcija. Pored toga, velika zastupljenost lipida u nervnom sistemu ¢ini ga
veoma osetljivim na oksidativna oste¢enja. Lipidna peroksidacija ima veoma vaznu ulogu u
mnogim neurodegenerativnim i psihijatrijskim poremec¢ajima (Barnham i saradnici, 2004).
Pored toga oste¢eni molekuli se nagomilavaju u dugozive¢im postmitotskim neuronima
(Sohal i saradnici, 1994). Pokazano je da DR i IF mogu da sprece oksidativni stres preko tri
glavha mehanizma: smanjuju  produkciju  mitohondrijalnih  ROS, povecéavaju
antioksidativnu odbranu i poboljSavaju mehanizme reparacije molekula koji su oSteceni
oksidacijom (Gredilla i Barja, 2005). lzgleda da je smanjenje produkcije ROS u
mitohondrijama najvazniji nosilac efekata DR. Nekoliko studija je pokazalo nizak nivo
produkcije mitohondrijalnih ROS u razli¢itim tkivima pacova koji su bili podvrgnuti DR,

ukljuéujuci i mozak (Bevilacqua i saradnici, 2005; Sanz i saradnici, 2005).

1.6.2. Mehanizmi delovanja

Od 1935. godine predloZeno je niz razli¢itih hipoteza o mehanizmu delovanja DR.
Sam Mekkej je u svom radu predlozio da DR produzava zivotni vek pacova tako Sto
usporava njihov rast. Mnogi gerontolozi su podrzavali ovu teoriju do osamdesetih godina
proSlog veka, kada je pokazano da DR produzava Zivot i adultnih miSeva i pacova
(Weindruch i Walford, 1982; Yu i saradnici, 1985). Berg i Sims su 1960. godine predloZili

mehanizam delovanja DR prema kome dijeta produzava Zivot smanjuju¢i masne naslage u
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telu (Berg i Simms, 1960). Ova hipoteza je bila Siroko prihvacena od strane nutricionista,
ali je kasnije odbacena. Saher je 1977. godine predlozio da DR produzava Zivot smanjujuci
stopu metabolizma jedinke (Sacher, 1977). Ovu teoriju su odmah prihvatili gerontolozi, a
danas je dosta onih koji je podrzavaju, ali i osporavajul.

JoS jedan mogu¢i mehanizam delovanja DR je putem hormeze (lat. hormezis).
Hormeza se odnosi na fenomen prilikom koga obi¢no Stetan agens spoljaSnje sredine
(zraCenje, hemijske supstance) kada je primenjen u niskom intenzitetu ili koncentraciji,
menja svoju ulogu i postaje koristan faktor. Za DR se smatra da predstavlja stresor niskog
intenziteta koji izaziva odgovor preZivljavanja u organizmu, pomazu¢i mu da toleriSe Stetne
uticaje aktiviraju¢i puteve dugovecénosti (Masoro, 2007). | zaista, DR dovodi do umerenog
povecanja nivoa slobodnog kortikosterona u plazmi miSeva i pacova. Ovo hroni¢no
povecanje bi trebalo da ima znacajni anti-inflamatorni i anti-tumorski efekat (Klebanov i
saradnici, 1995). Na c¢elijskom i molekularnom nivou DR moZe da indukuje povecanu
aktivnost gena koji Stite celiju od delovanja Stetnih agenasa (Heydari i saradnici, 1993).
Takode, DR povecava autofagiju i popravku oste¢enja DNK i pojacava mehanizme
endogene enzimske i neenzimske antioksidativne zaStite (Cuervo i saradnici, 2005;
Weraarchakul i saradnici, 1989; Cho i saradnici, 2003). Autofagija je ¢elijski proces kojim
se dugozivec¢i proteini, kao i cele organele odvajaju i degraduju od strane lizozoma
(Alirezaei i saradnici, 2011). Ovaj proces je esencijalan za odrzanje dugozivecih celija,
kakvi su neuroni, te je stoga fundamentalan za funkcionisanje CNS-a. NaruSavanje
autofagije je povezano sa neurodegenerativnim bolestima, poput AB, Parkinsonove bilesti
(PB) i HB (Martinez-Vicente i Cuervo, 2007). Pokazano je da ¢ak i kratkotrajna DR
pojacava autofagiju u neuronima (Alirezaei i saradnici, 2010), primarno preko inhibicije
mTOR-a (engl. Mammalian Target of Rapamycin), serin/treonin proteinske kinaze koja
reguliSe Celijski rast i proliferaciju, kao i proteinsku sintezu i transkripciju. Naime, DR
suprimira mTOR i ova inhibicija ima fundamentalnu ulogu u pozitivnim efektima DR,
ukljucujuéi odlaganje starenja i neurodegeneracije.

Pored toga, blag metabolicki stres povezan sa dijetalnom restrikcijom indukuje
ekspresiju neurotrofnih faktora u mozgu (Mattson i Furukawa, 1996). Neki od ovih faktora,

poput nervnog faktora rasta (engl. nerve growth factor, NGF), BDNF i baznog
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fibroblastnog faktora rasta (engl. basic fibroblast growth factor, bFGF), mogu da zastite
neurone od smrti u eksperimentalnim zivotinjama, kao i u modelima akutnih (mozdani
udar, trauma, napadi) i hroni¢nih (AB, PB) neurodegenerativnih stanja u kulturi ¢elija
(Cheng i Mattson, 1994; Ren i Finklestein, 1997).

Ni za jedan od predlozenih mehanizama ne postoje nesumljivi dokazi, ali je sasvim
mogucée da delovanje DR uklju¢uje kombinaciju metabolickih, fizioloskih i ¢elijskih
adaptacija na samu DR (McCay i saradnici, 1935; Brown-Borg, 2007). Poznato je da su
signalni putevi osetljivi na nutrijente glavni modulatori procesa starenja: razlicite hranljive
materije mogu, direktno ili indirektno, aktivirati razlicite puteve.

Ostali predlozeni mehanizmi su:
e redukovani nivoi hormona koji reguliSu termogenezu i Celijski
metabolizam (tiroidni hormon, kateholamini)
e redukovani nivoi anaboli¢kih hormona (testosteron, estradiol, insulin,
leptin)
e povecani nivoi hormona koji suprimiraju inflamaciju (glukokortikoidi,

leptin, grelin) (Fontana i Klein, 2007).
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Shematski prikaz delovanja dijetalne restrikcije predstavljen je na Slici 1.

dijetalna restrikcija

—~——

mladi sredovecni stari

Adaptivni celijski odgovori

A neurotrofni faktori-BDNF, bFGF

A proteinski saperoni-Hsp70, GRP78
A anti-oksidativni proteini

A anti-inflamatorni citokini

Y inflamatorni citokini

Slika 1. Efekti dijetalne restrikcije tokom starenja. Modifikovano iz
Manzanero i saradnici, 2011, Exp Transl Stroke Med 3:8

1.7. Metabolizam holesterola u mozgu

H3C\C/\/\<CH3

CH,

HO
Slika 2. Molekul holesterola

Dvadeseti vek je obelezio veliki napredak u razumevanju bioloskih procesa na

molekulskom nivou. Jedno od najveéih dostignuéa je svakako razumevanje kompleksnog

metabolizma holesterola. Pocetkom proSlog veka, holesterol je bio samo delimi¢no
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okarakterisan, dok se 0 njegovoj strukturi veoma malo znalo. Sada je, medutim, struktura
jasno definisana, dok su put biosinteze, kao i elegantni mehanizmi kojima je regulisan
metabolizam holesterola potpuno razjasnjeni.

Puletie de la Sall (Poulletier de la Salle) je otkrio holesterol u zu¢i i kamenu u Zuci
(Fieser i Fieser, 1959) u drugoj polovini 18. veka. Francuski hemi¢ar Misel Eugen Sevro
(Michael Eugene Chevreul) je 1815. godine je ovu supstancu nazvao holesterin (gréki:
khole - Zu¢ i stereos - ¢vrsto). Empirijska formula za holesterol (C27H460) je ustanovljena
1888. godine (Slika 2).

Pocetkom proslog veka bilo je poznato da holesterol ima alkoholnu funkcionalnu
grupu i dvostruku vezu. Za rad na razjaSnjavanju strukture holesterola i holnih kiselina
Henrik Viland (Heinrich Wieland) je dobio Nobelovu nagradu za hemiju 1927. godine.
Interesantno je da prva struktura Cetiri prstena holesterola nije bila sasvim ta¢na. Veliki trud
je uloZzen dok 1932. godine Viland i Dejn (E. Dane) nisu objavili ta¢nu strukturu
holesterola. Nakon toga je pocelo istrazivanje puta biosinteze ovog kompleksnog molekula.
Konrad Blo¢ (Konrad Bloch) je 1964. godine dobio Nobelovu nagradu za doprinos
razjaSnjavanju biosinteze holesterola. Majkl Braun (Michael Brown) i DZozef Goldstajn
(Joseph Goldstein), koji su 1985. godine dobili Nobelovu nagradu za istraZzivanja
regulacije holesterola, nazvali su holesterol Janusom, molekulom sa dva lica. lako se ovaj
komentar tada odnosio na holesterol van mozga, on se danas lako moze primeniti i na
holesterol prisutan u CNS-u.

Holesterol je najzastupljeniji lipid u ¢elijama sisara. Vise od 2 milijarde godina
evolucije ucinilo je da se ovaj molekul savrSeno uklopi u fosfolipidni dvosloj gde regulise
fluidnost, permeabilnost i rigidnost bioloskih membrana. Takode, holesterol odreduje i
funkcionalna svojstva membranskih proteina, poput jonskih kanala i transmiterskih
receptora (Yeagle, 1985; Spector i Yorek, 1985; Bastiaanse i saradnici, 1997; Burger i
saradnici, 2000). Holesterol nije uniformno distribuiran u bioloskim membranama, ve¢ je,
zajedno sa ostalim lipidima, poput sfingomijelina, koncentrisan u mikrodomenima,
ozna¢enim kao lipidna ostrvca. Ona su dijametra nekoliko desetina nanometara i sluze kao
platforme za organizaciju razli¢itih signalnih komponenti u dinami¢ke module i kontrolu

njihovog subcéelijskog sortiranja i efikasne funkcije (Paratcha i Ibanez, 2002; Brown i
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London, 1998; Kurzchalia i Parton,1999; Simons i Toomre, 2000; Ikonen, 2001; Simons i

Ehehalt, 2002). Holesterol je takode prekursor steroidnih hormona, Zu¢nih kiselina,

vitamina D i oksisterola. U mozgu, holesterol je izuzetno vazan za funkcionisanje sinapsi.

Naime, on sluzi kao gradivni materijal za razlicite sinapticke komponente i prekursor je

steroida koji dalje promoviSu sinaptogenezu (Sakamoto i saradnici, 2001). Takode, nivo

holesterola u celiji reguliSe stvaranje kompleksa dva proteina sinaptickih vezikula,

sinaptofizina i sinaptobrevina, koji dalje odreduje sinapticku efikasnost (Mitter i saradnici,

2003), a pokazano je i da je za transport vezikula duz mikrotubula neophodan holesterol

(Klopfenstein i saradnici, 2002). Veza izmedu holesterola i biogeneze vezikula dovela je do

hipoteze da je broj sinapsi koje neuron moze da formira odreden njegovim kapacitetom da

generise sinapti¢ke vezikule (Slika 3).
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pre- i postsinapticki
mikrodomeni

Slika 3. Uloga holesterola u mozgu. Modifikovano iz Valenza i Cattaneo, 2006,

Prog Neurobiol 80:165-76
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Mozak sadrzi 5-10 puta viSe holesterola od bilo kog drugog organa u telu. Naime,
¢elije CNS-a, neuroni i astrociti, imaju veliku potrebu za holesterolom. Neuroni moraju da
sintetiSu ogromnu povrSinu membrana za aksone, dendrite i sinapse (Goritz i saradnici,
2005; Pfenninger, 2009). Najve¢i deo holesterola se nalazi u mijelinskom omotacu i u
membranama nervnih ¢elija. Procenjeno je da je oko 70% holesterola prisutnog u mozgu
povezano sa mijelinom. U CNS-u holesterol je u najve¢oj meri (>99.5%) neesterifikovan.
Visok sadrzaj holesterola u mozgu nije povezan sa odgovaraju¢om visokom stopom
sinteze, jer je sinteza holestreola u mozgu 20-80 puta manja nego u jetri (Spady i Dietschy,
1983). lako sadrzi oko 650 km krvnih sudova (Begley i Brightman, 2003), mozak ne moze
da preuzme holesterol iz cirkulacije, zahvaljuju¢i prisustvu krvno-mozdane barijere i
potpuno zavisi od in situ sinteze holesterola. Ipak, pokazano je da oko 1% holesterola ipak
prode krvno-mozdanu barijeru (Lutjohann i saradnici, 2004).

Biosinteza holesterola je kompleksan i energetski veoma skup proces. Naime, za
sintezu jednog molekula holesterola neophodno je 18 molekula acetil-CoA, 18 molekula
ATP, 29 molekula NADPH i vise od 20 enzima. Biosinteza holesterola pocinje od acetil
koenzima A (CoA) koji se nakon vise enzimskih reakcija prevodi u holesterolski prekursor
lanosterol, prvi steroidni intermedijer u biosintezi holesterola. Postoje dva glavna puta
konverzije lanosterola u holesterol. Glavni put ukljucuje latosterol kao intermedijer (put
Kandutsch—-Russell), dok alternativni put koristi dezmosterol kao intermedjer (put Bloch)
(Slika 4). U Svanovim ¢éelijama u perifernom nervnom sistemu (PNS) sinteza holesterola se
odvija preko latosteriola, dok oligodendrociti u CNS-u verovatno koriste dezmosterol
(Bourre i saradnici, 1990). Stopa konverzije dezmosterola u holesterol korelira sa stopom
mijelinizacije u CNS-u i smatra se ograniCavaju¢om za sintezu holesterola u CNS-u.
Pokazano je i da put biosinteze holesterola zavisi od starosti organizma. Tako se kod
mladih miSeva holesterol uglavnom sintetiSe preko dezmosterola, dok je kod starih glavni

prekursor latosterol (Lutjohann i saradnici, 2002).
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Slika 4. Sematski prikaz sinteze holesterola. Modifikovano iz Kélsch i saradnici,
2010, Biochim Biophys Acta 1801:945-50

Prvi dokazi da ¢elije u mozgu sintetiSu holesterol objavljeni su sredinom proslog
veka od strane grupe Henrika Vel¢a (Heinrich Waelsch). Njihovo pionirsko koriSé¢enje
teSke vode za izuCavanje sinteze lipida u pacovima ukazalo je da se holesterol sintetiSe u
mozgu 1 da je stopa sinteze viSa tokom ranog postnatalnog razvi¢a nego kod adultnih
zivotinja (Dietschy i Turley, 2004). Sinteza holesterola u CNS-u tokom razviéa je relativno
visoka, ali kod adultnih jedinki pada na nizak nivo. Ovo se moZze objasniti efikasnim
recikliranjem holesterola u mozgu. To za posledicu ima veoma dug poluzivot holesterola,
koji je procenjen na oko 5 godina u mozgu odraslog ¢oveka (Bjorkhem i saradnici, 1998).

Treba istaci da su procene o metabolickoj stabilnosti holesterola u celom mozgu uglavnom
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zasnovane na Cinjenici da se najveca koliina holesterola u mozgu nalazi u mijelinu
(Dietschy i Turley, 2004). Obrt holesterola u pojedinaénim neuronima i astrocitima mogao
bi da bude veoma visok i da dostigne procenjenih 20% dnevno, u zavisnosti od regiona
mozga i neuronalnog Celijskog tipa (Dietschy i Turley, 2004). U korist ovakvog zakljucka
ide 1 Cinjenica da je obrt holesterola proporcionalan metabolickoj stopi razli€itih tkiva i
zivotinjskih vrsta (Dietschy i Turley, 2004). S obzirom da neuroni imaju intenzivnu
metaboli¢ku aktivnost, obrt holesterola u njima trebalo bi da bude isto tako visok.

Eksperimenti na tzv. kompartmentalizovanoj kulturi su pokazali da, iako i aksoni i
dendriti, kao i telo neurona poseduju endoplazmatski retikulum (ER) gde su locirani enzimi
koji ucestvuju u biosintezi holesterola, izgleda da se sinteza obavlja isklju¢ivo u telu
neurona (Vance i saradnici, 1994), odakle se transportuje u akson (de Chaves i saradnici,
1997). Subcelijski transport novosintetisanog holesterola od ER do plazma membrane je
posredovan nevaskularnim mehanizmima koji mogu ukljucivati direktni kontakt membrana
ili specijalizovane citosolne nosace (Soccio i Breslow, 2004; Prinz, 2007; lkonen, 2008;
Storch i Xu, 2009). Za sada ostaje da se utvrdi da li i kako neuroni i astrociti koriste ovaj
transportni sistem.

Prema in vitro studijama astrociti sintetiSu 2 do 3 puta viSe holesterola nego
neuroni i fibroblasti. Oligodendrociti, ¢elije odgovorne za mijelinizaciju, imaju jo§ veci
kapacitet za sintezu holesterola. Neuroni smanjuju ili potpuno obustavljaju sintezu
holesterola nakon rodenja i potpuno zavise od holesterola sintetisanog od strane astrocita
(Ignatius i saradnici, 1986; Poirier i saradnici, 1993). Naime, sinteza jednog molekula
sterola zahteva Sirok spektar enzima koji su distribuirani u razliitim subcelijskim
organclama i zahtevaju veliku koli¢inu energije (Pfrieger, 2003a). Predstavljeni su
eksperimentalni dokazi o transferu holesterola od astrocita do neurona u in vitro sistemu
(Mauch i saradnici, 2001). U kulturi neurona iz CNS-a sisara je pokazano da je ovim
neuronima neophodan holesterol poreklom iz glijskih ¢elija da bi formirali brojne i efikasne
sinapse (Pfrieger, 2003a). Transport holesterola od astrocita do neurona odvija se u okviru
apolipoproteina E (ApoE).

Lipoproteini izluceni u kulturi astrocita sadrze holesterol i1 fosfolipide, ali relativno

malo esterifikovanog holesterola ili triglicerida. Prisustvo prekursora holesterola,
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latosterola i dezmosterola, u ovim lipoproteinima (Mutka i saradnici, 2004; Wang i
saradnici, 2008) sugeriSe da astrociti sintetiSu prekursore koji zatim bivaju preuzeti od
strane neurona i konvertovani u holesterol. Ovakvo parcijalno snabdevanje moze biti
veoma efikasno jer se na taj nadin zaobilazi konverzija lanosterola u neuronima. Celijsko
preuzimanje lipoproteina je posredovano specificnim receptorima, koji ¢ine familiju
transmembranskih proteina za koje se vezuju ApoE (Herz, 2009). Od svih ¢lanova familije,
dva receptora su najverovatnije ukljuc¢ena u transport holesterola u mozgu. To su receptor
lipoproteina niske gustine (engl. low-density lipoprotein receptor, LDLR) i protein srodan
receptoru lipoproteina niske gustine (engl. low-density lipoprotein receptor-related protein,
LRP1). LDLR eksprimiran i u neuronima i u glijskim ¢elijama (Pitas i saradnici, 1987;
Swanson i saradnici, 1988), dok je LRP1 predominantno eksprimiran u neuronima
(Moestrup i saradnici, 1992; Wolf i saradnici, 1992; Rebeck i saradnici, 1992). PatoloSka
stanja menjaju koli¢inu 1 Celijsko-specifican obrazac ekspresije lipoproteinskih receptora
(Boyles i saradnici, 1987; Rebeck i saradnici, 1992; Tooyama i saradnici, 1993).

Tokom godina se mislilo da je nakon zavrSene mijelinizacije dalji metabolizam
holesterola u CNS-u u stagnaciji. Ovakva slika je promenjena tokom poslednje decenije.
Sada se zna da mala populacija neurona aktivno metaboliSe holesterol i da promene u ovom
metabolizmu imaju efekte na funkcije viseg reda u mozgu.

Odrzavanje homeostaze holesterola u mozgu je kljuéno za normalno funkcionisanje
CNS-a. To se postize visoko koordinisanom i sofisticiranom regulacijom sinteze, transporta
i eliminacije viSka holesterola iz mozga. NaruSena homeostaza holesterola u CNS-u nalazi
se u osnovi brojnih neurodegenerativnih bolesti (Valenza i Cattaneo , 2006).

Uprkos efikasnom iskoris¢enju holesterola, ipak postoji potreba za njegovom
ekskrecijom iz mozga da bi se odrzalo ravnotezno stanje, jer kao polarni lipid holesterol
moze biti toksi¢an za ¢eliju. Njegova akumulacija uzrokuje ¢elijsku smrt (Liu i saradnici,
2010). Do sada su poznata 2 mehanizma ekskrecije viska holesterola iz mozga. Procenjeno
je da se dnevno u cerebrospinalnu te¢nost eliminise 1-2 mg holesterola u vidu holesterola
vezanog za ApoE (Pitas i saradnici, 1987). Ta¢na mesta ovakve eliminacije, kao i sam
mehanizam jo§ uvek nisu precizno ustanovljeni. Drugi, kvantitativno mnogo znacajniji

mehanizam uklju¢uje konverziju holesterola u 24S-hidroksiholesterol (24S-OHC)
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(Lutjohan i saradnici, 1996; Bjorkhem i saradnici, 1997; Bjorkhem i saradnici, 1998). Za
razliku od holesterola, 24S-OHC prolazi krvno-mozdanu barijeru. Dnevno se na ovaj nacin,
kod ljudi, eliminiSe 6-7 mg holesterola (Bjorkhem i saradnici, 1998; Lutjohann i saradnici,
1996). Iz cirkulacije 24S-OHC biva preuzet od strane jetre i eliminisan iz organizma. S
obzirom da je skoro celokupan 24S-OHC prisutan u cirkulaciji coveka poreklom iz mozga,
moze se koristiti kao surogat marker homeostaze holesterola u mozgu. Treba imati u vidu
da se 24S-OHC u cirkulaciji prenosi istim lipoproteinima kao i holesterol (Babiker i
Diczfalusy, 1998), pa promene u sadrzaju lipoproteina mogu da uti¢u na nivo 24S-OHC
(Bretillon i saradnici, 2000). Ova veza se uvek mora uzeti u obzir kada se 24S-OHC u
plazmi Kkoristi kao marker homeostaze holesterola u mozgu. Pokazano je da nivo 24S-OHC
u cirkulaciji odrazava balans izmedu mozdane produkcije ovog sterola i njegovog
metabolizma u jetri (Bretillon i saradnici, 2000). Produkcija u mozgu je relativno
konstantna, dok njegov metabolizam u jetri varira sa godinama. Nivo 24S-OHC je relativno
konstantan nakon druge decenije Zivota, mada postoji izvestan trend povecanja koli¢ine
ovog sterola nakon Seste decenije zivota. Takode je pokazano da razli¢ita neuropatoloska
stanja i bolesti uti¢u na nivo 24S-OHC u cirkulaciji (Leoni i saradnici, 2002; Bretillon i
saradnici, 2000; Lutjohann i saradnici, 2000).

1.7.1. Metabolizam holesterola u bolestima i patolosSkim stanjima

Brojne studije su ukazale da postoji jasna veza izmedu metabolizma holesterola i
neurodegenerativnih bolesti. Hiperholesterolemija per se je vazan faktor rizika za nastanak
AB i PB, dok je prisustvo alela ApoE &4 najbolje opisani genski faktor rizika za AB sa
kasnim pocetkom. Eksperimenti u kulturi ¢elija su pokazali da ¢e u membranama sa nizim
sadrzajem holesterola biti favorizovan neamiloidogeni put obrade amiloid prekursorskog
proteina (engl. amyloid precursor protein, APP) (Puglielli i saradnici, 2003), dok je
poveéan sadrzaj holesterola povezan sa amiloidogenim putem obrade APP-a |
akumulacijom beta-amiloida.

Znacaj sinteze holesterola za funkcionisanje mozga naglasen je Cinjenicom da

geneticki deficiti u enzimima koji posreduju u postskvalenskoj sintezi holesterola uzrokuju
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neuroloske simptome (Waterham, 2006). Najucestalija i najbolje izuc¢ena bolest je Smith-
Lemli-Opitz sindrom, autozomno-recesivni poremecaj koji se karakteriS§e malformacijama
nekoliko organa, neuroloskim simptomima i poremecajima ponasanja. Geneticki poremecaj
se ti¢e 7-dehidroholesterol reduktaze, koja katalizuje poslednji korak u biosintezi
holesterola (Kelley i Hennekam, 2000). Ostale bolesti koje su uzrokovane genetickim
deficitima predstavljena je u Tabeli 1.

Tabela 1. Poremecaji usled urodenih poremecéaja u sintezi ili homeostazi holesterola.
Modifikovano iz Valenza i Cattaneo, 2006, Prog Neurobiol 80:165-76

Bolest Nasledivanje  Geneticki deficit Neuroloske osobine Ukljuceni put Reference
Child sindrom XLD 3p-hidroksisterol Ocipitalne malformacije Biosinteza Kelley and Herman (2001)
4-dekarboksilaza holesterola
Hondrodisplazija XLD 3p-hidroksisteroid-A’- Povremene malformacije Biosinteza Kelley et al. (1999)
punktata tip 2 (CDPX2) A-izomeraaza holesterola
Antli-Bikslerov sindrom AR Lanosterol Brahicefalija, Biosinteza Bottero et al. (1997)
14 alfa-demetilaza kraniofacijalni dismorfizam holesterola
(Cyps1)
Latosteroloza AR Sterol C-5-desaturaza Mikrocefalija, Biosinteza Brunetti-Pierri et al. (1997)
psihomotorna retardacija holesterola
Desmosteroloza AR Desmosterol reduktaza Mikrocefalija, retardacija Biosinteza Abderson et al. (2002)
holesterola
Smith-Lemli-Opitz AR 7-dehidrksiholesterol Mentalna retardacija, Biosinteza Tint et al. (1994)
sindrom (SLOS) reduktaza (7-DHCRed) autizam, mikrocefalija, holesterola 1 Porter (2002)
kasnjenje u razvoju 1
holoprosencefalija
NPC bolest AR NPC 11ili2 Progresivna neurodegeracija koja ~ Transport i Crocker (1961)
pogada talamus i homeostaza i Reid et al. (2004)
Purkinjieove éelije, demencija holesterola
AD - Senilna demencija sa Homeostaza Sennvik et al. (2000)
visestrukim nedostatcima u holesterola i Shobab et al. (2005)
kratkoroénoj memoriji i
izvrsnim kortikalnim funkcijama
HD AD Huntingtin rogresivna motorna, psihijatrijska, Biosinteza Vonsattel aand DiFiglia (1998)
kognitivna disfunkcija, holesterola i Valenza et al. (2005)
neurodegeneracija
primarno u strijatalnim neuronima

1.8. Biljni steroli

Biljni steroli (fitosteroli) su prirodni konstituenti ¢elijskih membrana biljaka.
Njihova uloga u biljkama je sli¢cna ulozi holesterola kod Zivotinja (Law, 2000). Naime, oni
odreduju membransku fluidnost biljnih celija, kao 1 ostale fizioloSke funkcije
karakteristi€ne za biljnu biologiju. Strukturno su sli¢ni holesterolu, sa malim razlikama u
pozicijama etil- ili metil-grupa. Strukture biljnih stareola prikazane su na Slici 5. Do sada

je poznato vise od 250 razli¢itih fitosterola (Piironen i saradnici, 2000). Najzastupljeniji
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biljni steroli u hrani su B-sitosterol (65%), kampesterol (30%) i stigmasterol (3%)
(Weihrauch i Gardner, 1978). B-sitosterol i kampesterol imaju etil-, odnosno metil-grupu
na poziciji C-24, dok stigmasterol na toj poziciji ima etil-grupu, ali i dvostruku vezu na

poziciji C-22. Stanoli su saturisane forme sterola. Najzastupljeniji su B-sitostanol i

kampesteanol.

holesterol T~ X
kampesterol \(\/‘\(

R N
| sitosterol ™~
/\J/@ stigmasterol \/\J\<

SN Py
— brasikasterol 7

Slika 5. Hemijska struktura holesterola i razli¢itih biljnih sterola.

Modifikovano iz von Bergmann i saradnici, 2005, Am J Cardiol 96:10D-14D

lako holesterol 1 biljni steroli pokazuju veliku strukturnu slicnost, njihovi
metabolizmi se razlikuju u nekim aspektima. Na primer, sisari ne sintetiSu biljne sterole, za
razliku od holesterola (Salen i saradnici,1970). Apsorpcija ovih jedinjenja se takode
razlikuje od apsorpcije holesterola. Ljudi apsorbuju i zadrzavaju 55-60% holesterola unetog
hranom, dok je ukupna apsorpcija neholesterolskin komponenti znatno niZa i iznosi 0.04-
16% (Salen i saradnici, 1970; Gould i saradnici, 1969; Sudhop i saradnici, 2002;
Heinemann i saradnici, 1993; Ostlund i saradnici, 2002). Razlika u stopi apsorpcije izmedu
biljnih sterola i holesterola se moze objasniti hemijskom strukturom ovih jedinjenja.
Dodavanije etil-, odnosno metil-grupe na poziciji C-24 i, u slucaju stanola saturacijom A5
dvogube veze, povecava hidrofobnost molekula i tako smanjuje njegovu apsorpciju
(Heinemann i saradnici, 1993). Biljni steroli se, verovatno, ne metaboliSu do zucnih
kiselina i mnogo brze od holesterola se eliminiSu iz jetre (von Bergmann i saradnici, 2005).

Pedesetih godina proSlog veka otkriveno je da fitosteroli iz soje sniZzavaju nivo

holesterola u serumu (Peterson, 1958). Biljni steroli su se nakon toga upotrebljavali kao
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kapsule, sirupi ili suspenzije, tako da su se koristile visoke doze da bi se postigao
hipoholesterolemicki efekat (Lees i saradnici, 1977). Zbog loSe rastvorljivosti u vodi nije
bilo moguce koristiti ih kao farmaceutske agense i na kraju se od njih odustalo. Ipak,
ponovo su postali interesantni kada je otkriveno da esterifikacija olakSava njihovo uno$enje
u razlicite vrste hrane (Weststrate i Meijer, 1998; Hendriks i saradnici, 1999).

U skorije vreme, mnoge studije su pokazale da i biljni steroli i stanoli snizavaju
koncentracije lipoproteina niske gustine (engl. low density lipoproteins, LDL) u serumu,
bez efekata na koncentracije lipoproteina visoke gustine (engl. high density lipoproteins,
HDL) i triglicerida (Plat 1 saradnici, 2000; Mensink i saradnici, 2002), mada postoje i
studije u kojima nije otkriven takav efekat (AbuMweis i saradnici, 2006).

Razli¢iti mehanizmi su predloZeni da bi se objasnilo efekat biljnih sterola i stanola
na sniZavanje holesterola u serumu. Fitosteroli mogu da istisnu holesterol iz micela (Child i
Kuksis, 1986) zato $to su hidrofobniji od holesterola. Ova zamena dovodi do smanjenja
koncentracije holesterola u micelama i posledi¢no smanjenje apsorpcije holesterola. Biljni
steroli mogu i da redukuju stopu esterifikacije holesterola u enterocitima (Child i Kuksis,
1983)

1.9. Proteinu koji su ukljuceni u metabolizam holesterola u mozgu

1.9.1. 3-Hidrokosi-3 metilglutaril koenzim A - reduktaza (HMGCR)

3-Hidrokosi-3 metilglutaril koenzim A - reduktaza (HMGCR) je ograni¢avajuci
enzim u biosintezi holesterola. Ovaj enzim katalizuje konverziju 3-hidrkosi-3 metilglutaril
koenzima A (HMG-CoA) u mevalonat (Espenshade i Hughes, 2007). Humani protein
HMGCR se sastoji od jednog polipeptidnog lanca od 888 aminokiselina. N-terminalni
hidrofobni deo od 339 aminokiselina se nalazi u membrani ER, dok je kataliticko mesto
enzima locirano u hidrosolubilnom C-terminalnom citoplazmatskom domenu. Ova dva
regiona enzima su povezana regionom spojnicom (engl. linker-region), koji obuhvata
aminokiselinske ostatke 340-459 (Istvan i Deinsehofer, 2000). Membranski domen sadrZi

tzv. domen osetljiv na sterole (engl. sterol sensing domen, SSD), odgovoran za vezivanje
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sterola ili drugih mevalonatskih derivata, Sto ubrzava degradaciju enzima (Ravid i
saradnici, 2000).

HMGCR je visoko regulisani enzim, u pogledu koli¢ine enzima i aktivacionog
stanja. Kontrola se ostvaruje preko stope sinteze i degradacije enzima, ili posttranslacionim
modifikacijama fosforilacijom ili defosforilacijom. Hormonska regulacija HMGCR je
ostvarena delovanjem nekoliko hormona na razli¢itim nivoima: tiroidni hormoni regulisu
ekspresiju gena, glukokortikoidi deluju na posttranslacionom nivou (Geelen i saradnici,
1986), dok insulin utice i na transkripcione (Feramisco i saradnici, 2004) i na
posttranslacione procese (Leoni i saradnici, 1985). Produkti mevalonatskog puta sinteze
omogucavaju regulaciju negativnom povratnom spregom moduliSuéi i ekspresiju i
degradaciju enzima. Degradacija ovog enzima se deSava u ER  preko ubikvitin-
proteazomskog sistema.

HMGCR je fizioloski prisutna u Celiji u nefosforilisanoj aktivnoj formi (30%) i
fosforilisanoj neaktivnoj formi (70%). To je posledica fosforilacionog stanja serina na
poziciji 871 (Ser871) koji je u katalitickom domenu. Odnos nefosforilisane forme i
ukupnog protein ukazuje na aktivaciono stanje enzima. Specificne kinaze (uglavnom AMP-
zavisne kinaze, AMPK) (Ching i saradnici, 1996) i fosfataze (uglavhom protein fosfataza
2A, PP2A) (Gaussin i saradnici, 1997) su odgovorni za ove interkonverzije. Oni
predstavljaju enzime uklju¢ene u brzu regulaciju aktivnosti HMGCR.

1.9.2. Holesterol 24S-hidroksilaza (CYP46)

Holesterol 24-hidroksilaza (CYP46) je enzim odgovoran za konverziju holesterola u
24S-OHC (Slika 6). To je protein od oko 500 aminokiselina koji pripada familiji citohroma
P450. Uocena je velika homologija humanog i mi§jeg proteina (~95%), dok je homologija
sa ostalim ¢lanovima superfamilije P450 manja od 35% (Lund i saradnici, 1999). Gen za
CYP46 nalazi se na humanom hromozomu 14932.1 (~ 42 kb).
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Slika 6. Enzimska konverzija holesterola u 24S-hidroksiholesterol.
Modifikovano iz Russell i saradnici, 2009, Annu Rev Biochem 78:1017-40

Promotorski region ima visok sadrzaj GC parova, Sto je odlika gena za koje se
smatra da su konstitutivno eksprimirani i neophodni za osnovne ¢elijske funkcije, odnosno
imaju tzv. “housekeeping” ulogu. Dosadasnje studije su pokazale da na ekspresiju ovog
gena uti¢u oksidativni stres i tretman kombinacijom deksametazona i interleukina-6
(Ohyama i saradnici, 2006), kao i samo starenje (Perovi¢ i saradnici, 2009).

CYP46 je neuron-specifi¢ni enzim, eksprimiran u endoplazmatskom retikulumu.
Imunohistohemijskim bojenjem je utvrdeno njegovo prisustvo u piramidalnim celijama
hipokampusa, Purkinjeovim ¢elijama cerebeluma, kao i u ¢elijskim telima neurona IV/III, V
i VI sloja korteksa. Takode, ekspresija ovog proteina je potvrdena i u interneuronima
hipokampusa i cerebeluma, u ganglijskim ¢elijama retine i u populaciji retinalnih ¢elija
lokalizovanim u unutraSnjem zrnastom sloju. Dvojnim bojenjem sa postsinaptickim
markerima utvrdena je postsinapticka distribucija ovog enzima. Za sada nema dokaza da se
CYP46 eksprimira u PNS-u (Ramirez i saradnici, 2008).

U odredenim patoloskim uslovima CYP46 moZze biti detektovan i u glijskim
¢elijama, astrocitima i mikrogliji. Tako je otkriveno da astrociti pacijenata obolelih od
Alchajmerove bolesti eksprimiraju ovaj enzim (Bogdanovi¢ i saradnici, 2003). CYP46-
pozitivni astrociti i mikroglijske ¢elije su detektovane i u blizini mesta povrede, nakon
razli¢itih vidova traume mozga (He i saradnici, 2006, Cartagena i saranici, 2008).

Male koli¢ine miSje iRNK za CYP46 su detektovane 1 u testisima i jetri. Izgleda da
se ova IRNK u testisima ne prevodi u protein, dok je koli¢ina iRNK i proteina u jetri oko
100 puta manja nego u mozgu, $to dalje potvrduje da se CYP46 preferencijalno eksprimira

u mozgu (Nishimura, 2003).
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Geneticki modifikovani miSevi kod kojih je inaktiviran gen za holesterol 24-
hidroksilazu se fenotipski ne razlikuju od divljeg soja. Isto tako, izmedu ovako geneticki
modifikovanih miSeva i divljeg soja nema razlike u stopi rasta i tezini tela, kao i u tezini
mozga, jetre i nadbubreznih zlezda. Iako je koli¢ina holesterola ista kod obe grupe miSeva,
de novo sinteza holesterola je redukovana kod geneticki modifikovanih miSeva. Sinteza
holesterola u korteksu i hipokampusu, regionima mozga koji eksprimiraju visoke nivoe
CYP46 je smanjena Cak za 60%, dok je sinteza u regionima CNS-a, poput ki¢mene
mozdine koja je bogata mijelinom, koji normalno eksprimiraju niske nivoe ovog enzima,
nepromenjena. Heterozigoti za indukovanu mutaciju gena za CYP46 pokazuju 20-30%
redukovanu stopu sinteze holesterola u mozgu. Takode je pokazano da ovako geneticki
modifikovani miSevi imaju naruseno prostorno, asocijativno i motorno ucenje, i nepravilnu
dugotrajnu potencijaciju (engl. long-term potentiation, LTP) u hipokampusu (Russell i
saradnici, 2009).

1.9.3. Apolipoprotein E (ApoE)

Apolipoprotein E (ApoE) je otkriven pre Cetrdesetak godina u humanoj plazmi.
Prvobitno je nazvan "protein bogat argininom” (Shore i Shore, 1974). Od otkri¢a do danas
napravljen je znacajan napredak u razumevanju uloge ApoE u odrzavanju homeostaze
holesterola u plazmi. Dve decenije nakon njegovog otkri¢a u plazmi, ApoE je detektovan i
u mozgu, gde predstavlja glavni transportni molekul holesterola (Posse de Chaves i
saradnici, 2008).

Kod ljudi, ekspresija ApoE je najveca u jetri, a potom u mozgu (Weisgraber, 1994).
Humani ApoE je glikoprotein od 299 aminokiselina koji je posttranslaciono sijaliniziran
(Weisgraber, 1994; Xu, 1999; Yamauch, 1999). ApoE je kodiran polimorfnim genom koji
se kod ljudi nalazi na hromozomu 19 (Das i saradnici, 1985; Lin-Lee, 1985). Varijacije u
sekvenci gena daju 3 alela ¢iji su produkti izoforme proteina: ApoE2, ApoE3 i ApoEA4.
Nasledivanje alela €4 je najjaci poznati geneticki faktor rizika za dobijanje Alchajmerove
bolesti sa kasnim pocetkom (Corder, 1993; Strittmatter, 1993; Poirier, 1993), a vezan je i sa

ubrzanim razvojem i progresijom i drugih neurodegenerativnih stanja, kao Sto su PB
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(Martinez i saradnici, 2005), multipla skleroza (Masterman i Hillert, 2004), trauma glave
(White i saradnici, 2001), cerebralno krvarenje (Greenberg i saradnici, 1995) i mozdani
udar (Hofman i saradnici, 1997).

ApoE u plazmi je poreklom uglavnom iz jetre i makrofaga, dok je u CNS-u
sintetisan lokalno, u mozgu. Zahvaljujuci prisustvu krvno-mozdane barijere, ApoE iz
plazme i ApoE iz CNS-a se ne razmenjuju. U mozgu, ApoE sintetiSu astrociti (Boyles,
1985; Poirier, 1991; Pitas, 1987), dok u odredenim patoloskim i fizioloskim uslovima (Xu,
1999; Aoki, 2003; Han, 1994; Harris, 2004) i neuroni i mikroglija po¢inju da sintetiSu
ApoE. ApoE se, zajedno sa fosfolipidima i holesterolom pakuje u lipoproteinske partikule
velicine HDL koje se vezuju za receptore na neuronima. Na taj nacin ApoE snabdeva
neurone holesterolom (Slika 7), koji im je neophodan za rast, oporavak i sinaptogenezu
(Mauch i saradnici, 2001; Mahley, 1988; Pitas i saradnici, 1998; Hayashi i saradnici, 2004).

ApoE takode ima ulogu u ¢is¢enju i recikliranju lipida, naro¢ito nakon povrede (Ladu,
2000; Poirier, 2008). Znacaj ApoE u transportu holesterola u mozgu mogao bi da objasni
doprinos ovog proteina formiranju sinapsi, plasticnosti i oporavku (Poirier, 2008; Rebeck,
2002). Regulacija snabdevanja neurona holesterolom preko ApoE jo$ uvek nije potpuno
razjaSnjena. U daljim istraZivanjima mora se obratiti posebna paznja na neuronalnu lokaciju
na kojoj se odvija holesterolski transport (sinapse vs. ¢elijsko telo), kao i na mogucnost da
je prenos holesterola regulisan elektri¢cnom aktivnosc¢u (Pfrieger, 2003). Takva istrazivanja
bi takode mogla povezati, direktno ili indirektno, ApoE u celijskoj signalizaciji sa
koli¢inom holesterola u neuronalnim membranama i njihovim mikrodomenima.

Geneticki modifikovani miSevi kod kojih je inaktiviran gen koji kodira ApoE, u
poredenju sa divljim sojem, imaju povecan nivo produkata oksidativne peroksidacije i
drugih markera oksidativnog stresa u razli¢itim regionima mozga (Matthews i Beal, 1996),
ukljuéuju¢i povecane nivoe oksidovanog holesterola (Maor i saradnici, 2000; Keller i
saradnici, 2000) i povecanu sklonost ka oksidativnim modifikacijama (Lauderback i
saradnici, 2001). Ovi misevi takode imaju deficite u ucenju (Fagan i saradnici, 1998;
Masliah i saradnici, 1995), a razvijaju i neurofibrilarnu klubad (Bi i saradnici, 2001).

Nedostatak ApoE u neuronima povecava prijemc¢ivost ovih misava za ishemijsku povredu
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(Sheng i saradnici, 1999). Ipak, holinergicki parametri i nervna regeneracija ostaju

normalni, $to ukazuje da neki alternativni proteini, bar delimi¢no, mogu zameniti ApoE.

mrtay neuron

holestaral

ﬁﬂ-! 10

Slika 7. ApoE - posredovani transport holesterola u mozgu. Modifikovano iz de
Chavas, 2008, Future Lipidol 3:505-530.

1.9.4. X receptori jetre (LXR)

X receptori jetre (engl. liver X receptors, LXRs) su otkriveni 1995. godine.
Pripadaju velikoj familiji receptora koji se vezuju za regulatorni region ciljnih gena i tako
stimulusu njihovu transkripciju. Ovi receptori su prvobitno izolovani iz cDNK biblioteka

humane jetre kao receptori siro€ici, jer se nisu znali njihovi prirodni ligandi (Willy i
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saradnici, 1995). Kasnije su oksidovani derivati holesterola, oksisteroli, identifikovani kao
ligandi ovih receptora, pa su oznaceni i kao oksisterolski receptori. Takode, in vitro je
pokazano da se i glukoza i glukozo-6-fosfat vezuju i aktiviraju ove receptore (Mitro i
saradnici, 2007), ali se o fizioloskom znacaju ovakve aktivacije receptora jo§ uvek
raspravlja (Lazar i Willson, 2008; Oosterveer i saradnici, 2008) Izucavanja LXR su
pokazala da oni deluju kao "senzori holesterola” koji u slu¢aju povisenog nivoa holesterola
stimuliSu njegov transport do jetre 1 ekskreciju preko zZucnih kiselina.

Kod sisara postoje 2 izoforme LXR receptora koje su oznacene kao LXRa i LXR.
LXRa je u velikim koli¢inama prisutan uglavnom u jetri, crevima, bubrezima, slezini 1
masnom tkivu, dok je LXR[P ubikvitarno rasprostranjen, ali u manjoj meri (Repa i
Mangelsdorf, 2000). Obe izoforme su prisutne u mozgu (Whitney i saradnici, 2002). LXRa
i LXRp imaju oko 80% identi¢ne aminokiselinske sekvence. Regulacija gena posredovana
ovim receptorima zahteva njihovu dimerizaciju sa jo$ jednim jedarnim receptorom, retinoid
X receptorom (RXR).

Jetrini X receptori detektuju viSak holesterola i aktiviraju razli¢ite adaptivne
mehanizme koje Stite Celiju od preopterecenja holesterolom. Aktivacija ovih receptora
dovodi do: 1) stimulacije odstranjivanja holesterola iz ¢elije, transporta do jetre 1 ekskrecije
preko zuci procesom Kkoji se naziva reverzni holesterolski transport (engl. reverse
cholesterol transport, RCT) od perifernih tkiva do jetre, odakle se izluCuje u zu¢; 2)
inhibicije apsorpcije holesterola u crevima; 3) inhibicije sinteze holesterola i njegovog
preuzimanja od strane celije. Efekti LXR na RTC i ekskreciju, kao i na intestinalnu
apsorpciju su najvazniji mehanizmi koji stite ¢eliju od prekomernih koli¢ina holesterola,
dok efekti na sintezu i preuzimanje holesterola imaju manju ulogu.

Oksisterol 24S-OHC, endogeni ligand ovih receptora, stimulise efluks holesterola iz
epitelnih ¢elija horoidnog pleksusa do vancelijskog ApoE povecavajuci ekspresiju proteina
ABCA1, ABCG1, ABCG4 i ABCG5 (Fujiyoshi i saradnici, 2007). Posto je ovaj efekat
uocen samo na apikalnim membranama direktno uz cerebrospinalnu te¢nost u kojoj nema
HDL, ovo moZe predstavljati jedinstven HDL- i ApoA-l -nezavisan mehanizam
odstranjivanja holesterola. 24S-OHC povecava ekspresiju ABCAI1, ABCGI1 i ApoE u
astrocitima, ali ne i u neuronima. Ovi podaci ukazuju da 24S-OHC nauronalnog porekla
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moze da stimuliSe ApoE-posredovani efluks holesterola susednih glijskih celija
(Abildayeva i saradnici, 2006). lako ApoE-posredovani efluks holesterola nije ukljucen u
odstranjivanje visSka holesterola iz mozga, on moze biti vazan za redistribuciju holesterola
izmedu razli¢itih regiona mozga. Ovaj proces je bitan tokom razvi¢a i mozdanih povreda,

jer je holesterol neophodan za izrastanje neurita i sinaptogenezu.

1.10. Neurotrofini

Neurotrofini su identifikovani kao promoteri neuronalnog prezivljavanja, ali je
danas poznato da oni reguliSu mnoge aspekte neuronalnog razvi¢a i funkcije, ukljucujuci
formiranje sinapsi i sinapticku plasti¢nost (Lewin i Barde 1996; Bibel i Barde 2000; Kaplan
i Miller 2000; Huang i Reichardt, 2001; Poo 2001; Shooter 2001; Sofroniew i saradnici
2001; Dechant i Barde 2002; Chao 2003; Huang i Reichardt 2003). Prvi otkriveni
neurotrofin je NGF (Levi Montalcini 1987; Shooter, 2001). Nakon njega je okarakterisan i
BDNF, koji je izolovan iz mozga svinja (Barde i saradnici, 1982).

Neurotrofini predstavljaju familiju sisarskih trofickih faktora u koju spadaju BDNF,
NGF, neurotrofin-3 (NT-3) i NT-4/5 (Chao, 2003). Dodatni ¢lanovi familije (NT-6, NT-7)
su pronadeni u ribama (Hallbook i saradnici, 2001). Proteinski produkt svakog od ova ¢etiri
gena ukljucuje signalnu sekvencu i prodomen, koji je pracen zrelom neurotrofinskom
sekvencom. Stoga svaki genski produkt mora biti podvrgnut proteolizi da bi se dobio zreli
protein. Pokazano je da je regulacija maturacije neurotrofina vazna posttranskripciona
kontrolna tacka koja odreduje njihovo delovanje (Lee i saradnici, 2001).

Neurotrofini su eksprimirani Sirom zrelog CNS-a, gde se u fizioloskim uslovima
sintetiSu prediminantno u neuronima. BDNF se sintetiSe u neuronima hipokampusa,
mozdanog stabla, ki¢mene mozdine i kori prednjeg mozga. Odavde moze biti anterogradno
transportovan u ciljne regione, poput neostrijatuma. Pokazano je da neuronska aktivnost
reguliSe ekspresiju neurotrofina.

Svi neurotrofini imaju sposobnost da podsti¢u prezivljavanje odredenih populacija
neurona i U CNS-u i u PNS-u. Ipak, svaki neurotrofin je aktivan u razlicitoj populaciji
neurona (Huang i Reichardt, 2001). U CNS-u, BDNF ispoljava najdelotvorniju troficku

32


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reichardt%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11520916

aktivnost 1 predstavlja najjaci faktor promocije sinapticke plasti¢nosti, preko modulacije
dugotrajne potencijacije (Patterson i saradnici, 1996; Zakharenko i saradnici, 2003; Korte i
saradnici, 1996), povecanja oslobadanja presinaptickih transmitera (Sala i saradnici, 1998) i
modifikacije postsinapti¢kih receptora (Brandoli i saradnici, 1998; Levine i saradnici,
1998). BDNF je takode klju¢an za regulaciju rasta kortikalnih dendrita i razvi¢e vizuelnog
korteksa i njegovih veza (Huberman i McAllister, 2002; Cabelli i saradnici, 1995). Pored
uloge u neuronalnoj plasti¢nosti tokom razvica, BDNF ima vaznu ulogu u spasavanju
povredenih neurona u adultnom mozgu, usled svoje sposobnosti da redukuje sinapticku
povredu i gubitak neurona u nekoliko eksperimentalnih modela humanih hroni¢nih
neurodegenerativnih bolesti. Uz nekoliko izuzetaka, efikasnost BDNF kao faktora
neuroprotekcije 1 prezivljavanja je veca nego kod ostalih trofina. Postoje dokazi da BDNF
promovise neurogenezu i u adulthom CNS-u (Schmidt i Duman, 2007).

BDNF vezivanjem aktivira dva razli¢ita receptora: neurotrofinski receptor p75
(p75NTR), koji vezuje sve neurotrofine sa niskim afinitetom (Barker, 2004) i TrkB, ¢lana
superfamilije receptora spregnutih sa enzimskom aktivno$c¢u tirozin kinaze (Klein i
saradnici, 1991). Ova dva receptora mogu imati razli¢ite funkcije u zavisnosti od
dostupnosti liganda i ¢elijske sredine. Najveé¢i deo neurotrofnih odlika BDNF-a se ostvaruje
preko aktivacije recepora TrkB, koji vezuje BDNF sa velikim afinitetom. TrkB je sposoban
da prenese signal preko fosforilacije tirozina u sopstvenom tirozin kinaznom domenu i
preko odredenog broja ciljnih proteina, ukljucujuci fosfolipazu c-y, fosfatidilinozitol-3
kinazu (P1-3K) i vancelijsku signalom-regulisanu kinazu (engl. extracellular signal-
regulated kinases, ERK) (Kaplan i Miller, 2000).

U odnosu na ostale receptore neurotrofina, TrkB je najzastupljeniji u mozgu,
naro¢ito u telencefalonu (Yan i saradnici, 1997). Njegova ekspresija je uglavnom
neuronska, pa za razliku od ostalih neurotrofina, BDNF ima potencijal za Siroku biolosku
aktivnost u adultnom mozgu. Ipak, postoji i skracena izoforma TrkB receptora kojoj
nedostaje kataliticki kinazni domen i koja je eksprimirana uglavnom u glijskim ¢elijama
(Fryer i saradnici, 1996) i koja redukuje neurotrofnu efikasnost BDNF-a (Dorsey i
saradnici, 2006).
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Svi receptori Trk superfamilije imaju homologu strukturu i sekvencu. Svi se sastoje
od oko 800 aminokiselina (Reichardt, 2006) i imaju tri funkcionalna domena: vancelijski
domen koji sadrzi mesto vezivanja neurotrofina (Banfield i saradnici, 2001; Ultsch i
saradnici, 1999), transmembranski domen koji je evolutivno o¢uvan (Peng i saradnici,
1995) i citoplazmatski region u okviru koga se nalazi Cetiri domena (Shc-vezujuéi, ATP-
vezujudi, kinazni i PLCy-vezujué¢i domen) odgovorna za vezivanje razli¢itih liganada i
adapterskih proteina signalne transdukcije.

Istrazivanja tokom poslednjih godina utvrdila su i vezu izmedu holesterola i
neurotrofinske signalizacije. Naime, pokazano je da receptori TrkB mogu biti aktivirani i u
odsustvu liganda u uslovima smanjenog sadrzaja holesterola u membranama (Martin i
saradnici, 2008). Sa druge strane, BDNF predstavlja vazan stimulus za de novo sintezu

holesterola u neuronima (Suzuki i saradnici, 2007).

I pored izuzetne vaznosti holesterola za funkcionisanje CNS-a, 0 njegovom
metabolizmu u mozgu koji stari veoma malo se zna. Cilj ovog rada bio je da se detaljno
analizira sinteza i katabolizam holesterola u korteksu i hipokampusu pacova tokom starenja
odredivanjem nivoa samog holesterola, njegovih prekursora (lanosterol, latosterol,
dezmosterol) i derivata (24S-OHC, holestanol), kao i da se utvrdi efekat dugotrajne
dijetalne restrikcije na ove procese. Pored metabolita, analizirana je i zastupljenost proteina
koji ucestvuju u procesima sinteze (HMGCR), transporta (ApoE), katabolizma (CYP46) i
regulacije (LXRa) holesterolskog metabolizma u mozgu. S obzirom na sve vecu upotrebu
hrane obogacene biljnim sterolima u svrhu regulacije lipidnog profila u cirkulaciji,
ispitivana je i sudbina biljnih sterola u mozgu pacova pod navedenim eksperimentalnim
uslovima i njihova potencijalna interferencija sa metabolizmom holesterola u mozgu.
Takode, u in vivo uslovima analizirana je i veza izmedu metabolizma holesterola u mozgu i
neurotrofinske signalizacije tokom starenja i pod dejstvom dugotrajnog redukovanog unosa

hrane.
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Analiza metabolizma holesterola u mozgu tokom starenja moze da produbi naSa
postojeca znanja 0 samom procesu starenja, a ispitivanje uticaja smanjenog unosa hrane
tokom Zivota moZe da pruzi uvid u dodatni mehanizam dejstva dijetalne restrikcije i ukaze
na jo$ veci terapeutski potencijal dijetalne restrikcije, prvenstveno u prevenciji hronicnih i

neurodegenerativnih bolesti.
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2. CILJ

Cilj rada formulisan je u skladu sa Cinjenicama da su korteks i hipokampus
mozdane strukture bitne za kognitivne procese i veoma osetljive na starenje, kao i na
znacaju holesterola za normalno funkcionisanje mozga. Naime, naruSavanje homeostaze
holesterola u mozgu moze negativno da utice na sinapti¢ku transmisiju, kao i da dovede do
razvoja neurodegenerativnih promena. Pored toga, lipidni profil u serumu predstavlja jedan
od faktora rizika za pojavljivanje neurodegenerativnih bolesti. Redukovani unos hrane, sa
druge strane, moze da odloZi negativne promene povezane sa starenjem i o¢uva kognitivne
sposobnosti. Za sada se o delovanju dijetalne restrikcije na metabolizam holesterola u
mozgu, kao jednom aspektu sinapticke plasti¢nosti, malo zna.

Osnovni cilj teze bio je da se isprati metabolizam holesterola u korteksu i
hipokampusu u funkciji starenja, kao i potencijal dugotrajne dijetalne restrikcije da uti¢e na
metabolizam holesterola u mozgu. U skladu sa tim definisani su slede¢i zadaci istrazivanja:
1. ispitati efekat starenja i dugotrajne dijetalne restrikcije na koli¢inu holesterola,

njegovih prekursora i katabolita u serumu, korteksu i hipokampusu muzjaka pacova
soja Wistar;

2. ispitati zastupljenost proteina ukljucenih u sintezu (HMGCR), transport (ApoE),
katabolizam (CYP46) i regulaciju (LXRa) holesterola u korteksu i hipokampusu
muZjaka pacova soja Wistar tokom starenja i pod dejstvom dugotrajne dijetalne
restrikcije;

3. ispitati da li starenje i dugotrajni redukovani rezim ishrane uti¢u na ¢éelijsku ekspresiju
proteina CYP46;

4. utvrditi efekat mozdane traume na ¢elijsku ekspresiju proteina CYP46;
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posredno, preko koli¢ine holesterolskih prekursora utvrditi stopu sinteze holesterola u
serumu, korteksu i hipokampusu muzjaka pacova soja Wistar pod datim
eksperimentalnim uslovima;

analizirati efekat starenja i dugotrajne dijetalne restrikcije na koli¢inu biljnih sterola u
serumu, korteksu i hipokampusu muzjaka pacova soja Wistar;

ispitati zastupljenost neurotrofinskog faktora BDNF, odgovaraju¢eg receptorskog
molekula TrkB i njegove aktivirane forme pTrkB tokom starenja i pod dejstvom

dugotrajne dijetalne restrikcije u korteksu i hipokampusu muzjaka pacova soja Wistar .
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 Eksperimentalne zivotinje

U ovoj doktorskoj disertaciji su koris¢eni muzjaci pacova soja Wistar iz vivarijuma
Instituta za bioloska istazivanja “SiniSa Stankovi¢” (IBISS). Starost Zivotinja na pocéetku
eksperimenta je bila 3 meseca. Zivotinje su u toku eksperimenta gajene po 2-4 u kavezu, pri
standardnim uslovima u prostoriji (temperatura: 23+2 °C; relativna vlaznost vazduha: 60-

70%), sa svetlosnim rezimom 12 h svetlost / 12 h mrak i slobodnim pristupom vodi.

3.2. Eksperimentalni dizajn

Na pocetku eksperimenta odredena je prose¢na dnevna potrosnja hrane po zivotinji
nakon sedmodnevnog merenja koli¢ine hrane koje su Zivotinje konzumirale. Nakon toga,
zZivotinje su podeljene u dve grupe. Prva grupa, oznac¢ena kao ad libitum (AL), je tokom
Citavog eksperimenta dobijala 100% prosecnog dnevnog unosa hrane, dok je druga grupa
(ozna¢ena kao DR) podvrgnuta hroni¢noj dijetalnoj restrikciji prema slede¢em rezimu:
svaki drugi dan Zivotinje su dobijale 100% prose¢nog dnevnog unosa hrane. Obe grupe
zivotinja su hranjene standardnom briketiranom hranom (45% ugljeni hidrati; 5% masti;
20% proteini). Svi eksperimenti na zivotinjama odobreni su od strane Etickog komiteta
IBISS-a (reSenje broj 26/06).

Zivotinje iz obe eksperimentalne grupe su Zrtvovane brzom dekapitacijom u
trenutku dostizanja odredene starosti, tj. 12 1 24 meseca. Na isti nafin su zrtvovane i
Zivotinje stare 3 meseca, koje su predstavljale kontrolnu grupu. Za biohemijeske analize
prikupljena je krv iz trupla. Serum je izolovan na slede¢i nacin: krv je ostavljena da
koaguliSe 30 min na sobnoj temperaturi, a potom je centrifugirana 15 min na 1500 rpm.
Supernatant je prebacen u sterilne epruvete i zamrznut (-70°C).

Za gasnu hromatografiju-masenu spektrometriju (GC-MS) i imunoblot analizu
koris¢eno je 5 Zivotinja za svaku eksperimentalnu grupu. Kora prednjeg mozga i

hipokampus izolovani su iz mozga Zrtvovanih Zivotinja na ledu, kako bi se ublaZilo dejstvo
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proteolitickih enzima. Izolovano tkivo je ¢uvano na -70°C do daljih analiza. Analiza
uzoraka gasnom hromatografijom-masenom spektrometrijom je uradena u saradnji sa dr
Diterom Lutjohanom (Dieter Litjohann) iz Laboratorije za specijalnu lipidnu dijagnostiku
Centra interne medicine Instituta za klinicku hemiju 1 klini¢ku farmakologiju
Univerzitetske klinike u Bonu, Nemacka.

Za imunohistohemijske analize koris¢ene su 3 Zivotinje za svaku eksperimentalnu
grupu. Nakon izolacije, mozak je fiksiran u 4% paraformaldehidu 24 sata, a potom je
dehidratisan u rastu¢em gradijentu saharoze (Sigma) rastvorene u fosfatnom puferu: 10%,
20% i 30%. Tkivo je stajalo u odgovaraju¢em rastvoru dok nije palo na dno, a zatim je
prebaceno u rastvor vece koncentracije. Nakon dehidratacije u 30% rastvoru saharoze,
tkivo je brzo zamrznuto u ohladenom n-pentanolu i ¢uvano na -70°C do se¢enja. Popre¢ni
preseci mozga debljine 30 um, iseceni na kriotomu (Leica), su odlagani u ohladeni 0,1 M
fosfatni pufer u kome su ¢uvani do bojenja (najduze 7 dana). Za kasnije koris¢enje, preseci
su zamrzavani i ¢uvani na -20°C u rastvoru za zamrzavanje preseka (40% glicerol i 25%

etilen glikol u fosfatnom puferu).
3.3. Odredivanje biohemijskih parametara u serumu pacova

Nivo insulina u serumu pacova odreden je radioimunoesejem (RIA INS PEG test,
INEP, Zemun, Srbija). Nivoi ostalih biohemijskih parametara odredeni su komercijalno
dostupnim kitovima (Instrumentation Laboratory, Milan, Italy), a reagensi su pripremljeni
prema uputstvima proizvodaca. Svi eseji su uradeni na ILab 1800 klinickom hemijskom
analizatoru (Instrumentation Laboratory, Milan, Italy). Glukoza u serumu pacova odredena
je metodom glukozo-oksidaze. Trigliceridi su odredeni enzimskim metodama. Lipoproteini
visoke gustine (HDL) odredeni su dekstran sulfat/kalcijum precipitacijom koju je pratila
enzimatsko odredivanje holesterola u supernatantu. Lipoproteini niske gustine (LDL) su
odredeni koris¢enjem Fridvoldove (Friedewald) formule. Za odredivanje koncentracije
kortikosterona koris¢en je komercijalni ELISA paket (Immunodiagnostic Systems), po

uputstvu proizvodaca.
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3.4 Odredivanje koli¢ine proteina semikvantitativnom analizom imunoblotova

3.4.1 lzolovanje ukupnih proteina iz tkiva

Proteini su izolovani iz svezeg tkiva. Postupak disekcije korteksa i hipokampusa
mozga Zrtvovanih Zivotinja, kao i postupak izolacije proteina, raden je na ledu, kako bi se
sprecilo dejstvo proteolitickih enzima. Eksperimentalni uzorci su dobijeni spajanjem svih
uzoraka kortikalnog i1 hipokampalnog tkiva (n=5) jedne eksperimentalne grupe (pulovanje
uzoraka). Tkivo je homogenizovano u 10 zapremina pufera za liziranje, u staklenom
homogenizeru zapremine 2 ml. Kao pufer za liziranje koris¢en je RIPA pufer (50 mM Tris—
HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% Triton X-100, 0.1% SDS, 1 mM EDTA, 1
mM EGTA) kome je neposredno pred upotrebu dodat kompletan koktel proteaznih
inhibitora (Roche, Mannheim, Germany), kao i fosfatazni inhibitori (25 mM NaF, 5 mM
Na4P207, 2 mM Na3V04). Homogenati su sonifikovani i centrifugirani na 16000xg, 30
minuta na 4°C, a supernatant sa solubilnim proteinima uzet je za dalje analize. Do analiza,

uzorci su ¢uvani na -70°C.

3.4.2 Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Koncentracija ukupnih proteina odredena je metodom po Pierce-u pomocu komercijalno
nabavljenog kompleta (Micro BCA Protein Assay Kit; Pierce Inc., Rockford, USA), tzv.
mikrometodom, po uputstvu proizvodaca. Uzorci se prvo razblaze 10 puta (5 pl uzorka i 45
ul mQH20). Zatim se u 115ul mQH20 doda 10 pl razblazenog uzorka i 125 pl boje.
Nakon inkubacije koja traje 2 h na 37°C ocita se apsorbanca na 562nm koris¢enjem ELISA
Citaca (Bio-Rad Laboratories). Za standardnu krivu koriS¢ene su poznate koncentracije

govedeg albumina seruma (engl. Bovine Serum Albumin , BSA; Sigma).

3.4.3 Elektroforeza proteina

Elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj teZzini vrSeno je na SDS

denaturiSu¢im poliakrilamidnim gelovima (SDS-PAGE) u tzv. diskontinualnom sistemu
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(Laemmli, 1970). Za nalivanje gelova debljine 0.75 mm i samu elektroforezu kori$¢ena je
aparatura za elektroforezu Hoefer™ SE 260 (Amersham Biosciences). Gel za razdvajanje
je pored akrilamid/bisakrilamida (Sigma) u odnosu 29:1, (finalne koncentracije 8% ili
10%), sadrzao i 0.375 M Tris pH 8.8 i 0.1% SDS. Gel za koncentrisanje bio je sledeceg
sastava: 5% akrilamid/bisakrilamid (29:1); 0.125 M Tris pH 6.8 i 0.1% SDS. Za
polimerizaciju je koris¢eno 60 pl 10% amonijum persulfata (ICN) i 5 ul TEMED-a (Serva)
na 10 ml rastvora akrilamida.

Koli¢ina proteina koja je nanoSena na gel optimizovana je eksperimentalno za svaki
protein pomocu krivih sa sukcesivnim razblazenjima proteina, a sa koncentracijama
primarnog antitela preporuc¢enim od strane proizvodaca. Kao optimalna koli¢ina proteina
uzeta je ona koja se nalazi u linearnom opsegu krive zavisnosti intenziteta signala i koli¢ine
nanetih proteina. Za ispitivane proteine nanoseno je po 15 ug (za CYP46 i ApoE), 20 ug
(za LXRa, TrkB, pTrkB), 25 ug (za HMGCR), 30 ug (za BDNF) ukupnih proteina. Kao
pufer za nalivanje kori$¢en je 2 x Laemmli pufer (31.25 mM Tris pH 6.8; 10% glicerol; 1%
SDS; 5% 2-merkaptoetanol; 0.025% bromfenol plavo) dodat uzorku u odnosu 1:1 (v/v).
Uzorci su pre nalivanja dodatno denaturisani kuvanjem 5 minuta na 95°C. Kao standard za
molekulsku tezinu kori$¢en je obojeni marker Sirokog opesega (10-170 kDa; Fermentas).
Elektroforeza je vrSena u puferu za elektroforezu standardnog sastava (192 mM glicin; 25
mM Tris pH 8.3; 0.1% SDS) pod konstantnim naponom od 120 V, dok boja ne stigne do
kraja gela.

3.4.4. Elektrotransfer proteina

Prenos proteina sa poliakrilamidnog gela na PVDF (polivinildifluorid) ili
nitroceluloznu membranu (0.45 um, GE Healthcare) raden je po metodi Towbin-a (1979)
koriS¢enjem sistema za polusuvi elektrotransfer (GE Healthcare). Gel je najpre ekvilibrisan
15 minuta u puferu za transfer (10/20% methanol; 192 mM glicin; 25 mM Tris pH 8.3), a
elektrotransfer proteina vren je tokom 1-2 sata, pod konstantnom strujom od 8 mA/cm?
gela. Po zavrsenom transferu membrane su suSene na sobnoj temperaturi da bi se preneti

proteini fiksirali. Potom su membrane bojene bojom Ponceau-S (1% boja Ponceau-S; 5%
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glacijalna sircetna kiselina; destilovana voda), dok su gelovi bojeni bojom Coomassie
Brilliant Blue (0.25% Coomassie Brilliant Blue R250; 10% glacijalna siréetna kiselina;
45% metanol; destilovana voda) u cilju dobijanja vizuelne potvrde uspeSnosti transfera.

Membrane su dalje suSene na sobnoj temperaturi.

3.4.5. Imunolos$ka detekcija proteina specifi¢nim antitelima - Western blot

metoda

Membrane su inkubirane u rastvorima antitela uz lagano muckanje. Kao blokirajuci
agens koris¢eno je 5% mleko (Santa Cruz) rastvoreno u Tris puferu sa dodatkom
deterdzenta Tween-20 (TBST: 20 mM Tris-HCI pH 7.6; 137 mM NacCl; 0.05% Tween 20).
Primarna antitela su razblazena samo u TBST-u, uz izuzetak HMGCR, koje je razblazeno u
3% rastvoru mleka u Tris puferu sa dodatkom deterdZzenta Tween-20. Spisak kori$¢enih
primarnih antitela, kao 1 kori§¢enih razblaZenja i vremena inkubacije membrana naveden je
u Tabeli 2. Nakon inkubacije sa antitelima, membrane su ispirane 3 puta po 10 minuta u
Tris puferu sa dodatkom deterdZenta Tween-20. Potom su inkubirane sa odgovaraju¢im
sekundranim antitelima (anti- zec¢je ili anti-kozje, Santa Cruz) obeleZzenim peroksidazom
rena u TBST-u (razblazenje 1: 2000 za anti-zec¢je, 1: 5000 za anti-kozje) 1 h na sobnoj
tempraturi.

Za detekciju hemiluminescentnog signala, sekundarnim antitelima obelezenim
peroksidazom rena je najpre ponuden supstrat koji u sebi sadrzi luminol (komercijalni
komplet - Western blotting detection reagents, chemiluminescent, GE Healthcare).
Membrana je inkubirana u supstratu 2 minuta, ocedena i izloZena autoradiografskom filmu
osetljivom na plavu svetlost (Kodak) u trajanju od 1 do 30 minuta. Filmovi su razvijeni

odmah i skenirani radi dalje analize.
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Tabela 2. Spisak koriSéenih primarnih antitela

antitelo razblazenje vreme
tip antitela proizvoda¢
na antitela inkubacije
zedje - )
HMGCR ‘ Millipore 1:300/3% mleko | preko noci, +4°C
poliklonsko
kozje y
LXR ) Santa Cruz 1:200 preko noci, +4°C
poliklonsko
kozje , 2 h, sobna
ApoE _ Calbiohem 1:5000
poliklonsko temperatura
zeCje poklon dr. David 2 h, sobna
CYP4o6 1:1000
poliklonsko | Russell temperatura
zecje ‘
BDNF ‘ Santa Cruz 1:100 preko noci, +4°C
poliklonsko
zecje 2 h, sobna
TrkB ‘ Santa Cruz 1:5000
poliklonsko temperatura
zedje 1:1000/5% _
pTrkB _ Abcam preko noci, +4°C
poliklonsko mleko
‘ zecje ) 2 h, sobna
Aktin _ Sigma 1:3000
poliklonsko temperatura

3.4.6. Semikvantitativha analiza imunoblotova

Intenzitet imuno signala na skeniranim filmovima odreden je densitometrijskom
kvantitativnom analizom koriS¢enjem programskog paketa Image Quant (Version 5.2, GE
Healthcare). Dobijene vrednosti svakog uzorka normalizovane su najpre u odnosu na
odgovaraju¢i aktin koji predstavlja endogenu kontrolu za nanesenu koli¢inu totalnih
proteina, ¢ime su dobijene relativne vrednosti nivoa proteina. Potom su izraunate srednje
vrednosti i standardna greSka relativnih vrednosti za sve eksperimentalne grupe (n=8-12).

Zarad razmatranja efekata starenja, rezultati imunoblot analize su izrazeni kao stepen
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promene u odnosu na vrednosti dobijene za kontrolnu grupu 3 meseca starih zivotinja kojoj
je dodeljena vrednost 1. Efekat dugotrajne dijetalne restrikcije izrazavan je kao stepen
promene date eksperimentalne grupe u odnosu na vrednosti dobijene za odgovarajuce

starosne kontrole.

3.5. Dvojno imunohistohemijsko obeleZzavanje

Za analizu ekspresije proteina CYP46 u glijskim celijama tokom starenja i
dugotrajne dijetalne restrikcije uradeno je dvojno imunohistohemijsko obelezavanje na
slobodnoplivaju¢im presecima. Glijske celije su obelezene korisS¢enjem misjeq
monoklonskog antitela napravljenog protiv markera astrocita, GFAP (1:100, Boehringer),
dok je za detekciju ekspresije proteina CYP46 koris¢eno poliklonsko zeéje antitelo (1:70).

Svi rastvori, kao i razblaZenja primarnih i sekundarnih antitela su pravljeni u 0,1M
fosfatnom puferu, pH 7,4. Citav postupak uraden je na sobnoj temperaturi uz lagano
muckanje, osim inkubacije u primarnom antitelu koja se vrSila na + 4°C. Da bi se
redukovala autofluorescenca, preseci su prvo inkubirani u 1% rastvoru glicina, 10 minuta
na sobnoj temperaturi. Nakon toga, preseci su ispirani 3 puta po 5 minuta u fosfatnom
puferu. Blokiranje mesta za nespecificno vezivanja antitela je postignuto inkubacijom
preseka u 10% rastvoru NGS. Preseci su prvo inkubirani sa primarnim antitelom GFAP
preko noc¢i na + 4°C. Nakon ispiranja 3 puta po 5 minuta u fosfatnom puferu, preseci su
inkubirani u odgovaraju¢em anti-miSjem sekundarnom antitelu za koje je bila vezana
Aleksa-555 boja (crveno)(1:200, Invitrogen), 2 h na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja 3
puta po 5 minuta u fosfatnom puferu i blokiranja u 7% serumu magarca, preseci su
inkubirani u primarnom antitelu CYP46, preko no¢i na + 4°C. Preseci su isprani 3 puta po 5
minuta u fosfatnom puferu i inkubirani u odgovaraju¢em anti-ze¢jem sekundarnom antitelu
za koje je bila vezana Aleksa-488 boja (zeleno)(1:200, Invitrogen), 2 h na sobnoj
temperaturi. Poslednja serija ispiranja trajala je 4 h, uz promenu fosfatnog pufera svakih 15
minuta. Tri odgovaraju¢e negativne kontrole (bez jednog, drugog ili oba primarna antitela)

kori$éene su za pracenje nespecificnog vezivanja.
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3.6. Ablacija senzomotornog korteksa pacova soja Wistar i dvojno

imunohistohemijsko obeleZzavanje

U eksperimentima ¢iji je cilj bilo ispitivanje ekspresije proteina CYP46 u
neuronima 1 glijskim ¢elijama nakon traumatske povrede mozga uradeno je dvojno
imunohistohemijsko obelezavanje na koronalnim presecima mozga pacova koji su bili
podvrgnuti ablaciji senzomotornog korteksa. Ovi eksperimenti su uradeni u saradnji sa
prof. Mirjanom Stojiljkovi¢ iz Laboratorije za neurohemiju Instituta za bioloSka
istrazivanja "SiniSa Stankovi¢”. Ablacija senzomotornog korteksa uradena je prema
proceduri opisanoj od strane Pekovi¢ i saradnika (Pekovi¢ i saradnici, 2005).

Za identifikaciju neuronalnih ¢elija koriS¢ena su misja monoklonska antitela koja
prepoznaju specifiéne neuronalne markere, poput markera celijskih tela neurona, NeuN
(1:500, Millipore), markera dendrita, MAP-2 (1:200,Boehringer) i markeri aksona, SMI-32
(1:15000, Sternberger Monoclonals). Glijske celije su obelezene koriS¢enjem misjih
monoklonskih antitela napravljenih protiv markera astrocita, GFAP (1:100, Boehringer) i
vimentina (1:500, Dako), i markera aktivirane mikroglije, ED1 (1:100, Serotec). Za
detekciju ekspresije proteina CYP46 koris¢eno je poliklonsko ze¢je antitelo (1:70). Svi
rastvori, kao i razblazenja primarnih i sekundarnih antitela pravljeni su u 0,1M fosfatnom
puferu, pH 7,4. Da bi se redukovala autofluorescenca, preseci su inkubirani u 1% rastvoru
glicina, 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga, preseci su ispirani 3 puta po 5 minuta
u fosfatnom puferu. Demaskiranje antigena je uradeno u citratnom puferu (10 mM
natrijum-citrat, pH 6.0). Blokiranje mesta za nespecifi¢no vezivanja antitela je postignuto
inkubacijom preseka ili u 10% rastvoru NGS (za antitela GFAP, vimentin i MAP-2 ), ili u
5% rastvoru seruma magarca (NDS-DAKO, za antitela NeuN, SMI-32 and ED1). Preseci
su inkubirani u primarnim antitelima preko no¢i na + 4°C. Nakon ispiranja 3 puta po 5
minuta u fosfatnom puferu, preseci su inkubirani u odgovaraju¢em sekundarnom antitelu za
koje je bila vezana Aleksa-555 boja (crveno)(1:200, Invitrogen), 2 h na sobnoj temperaturi.
Nakon ispiranja 3 puta po 5 minuta u fosfatnom puferu i blokiranja u 7% serumu magarca,
1 h na sobnoj temperaturi, preseci su inkubirani u primarnom antitelu CYP46, preko no¢i

na + 4°C. Zatim su isprani 3 puta po 5 minuta u fosfathom puferu i inkubirani u
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odgovaraju¢em sekundarnom antitelu za koje je bila vezana Aleksa-488 boja
(zeleno)(1:200, Invitrogen), 2 h na sobnoj temperaturi. Poslednja serija ispiranja trajala je 4
h, uz promenu fosfatnog pufera svakih 15 minuta. Tri odgovarajuce negativne kontrole (bez
jednog, drugog ili oba primarna antitela) kori$¢ene su za pracenje nespecifi¢nih vezivanja.
Imunohistohemijsko bojenje je vizuelizovano na mikroskopu Axio Observer Microscope
Z1 ( ZEISS) koji sadrzi ApoTome softverski modul za generisanje opti¢kih preseka kroz

fluorescentne uzorke. Sve slike su napravljene na uvelicanju 100x.

3.7. Odredivanje sterola u mozgu i serumu pacova

Pre analize, uzorci korteksa i hipokampusa (po 20 mg za svaku Zivotinju) su osuseni u
vakumu (12mbar) (Savant AES 1000) tokom 24h da bi se koncentracije ispitivanih sterola
izrazile u odnosu na teZinu suvog uzorka. Steroli iz osuSenog tkiva su izolovani u 1,5 ml
meSavine hloroform-metanol (2:1) tokom 24h, na + 4°C. Jedan mililitar ekstrakta je
evaporisan pod strujom azota na + 63°C i hidrolizovan 1h u 1ml 1M NaOH u 90% etanolu
na + 50°C. U svaki uzorak je dodato 1ml destilovane vode. Da bi se ekstrahovali neutralni
steroli dva puta je dodato 3 ml ciklodekstrana. Kombinovane ciklodekstranske faze su
evaporisane pod strujom azota na + 63°C i steroli su rastvoreni u 100 pl n-dekana. Nakon
prebacivanja u bocice za gasnu hromatografiju, steroli su konvertovani u trimetilsililetre
(TMSis) dodavanjem 40 ul TMSi reagensa (piridin-heksametildisilazin-trimetilhlorosilan,
9:3:1 v/iv/v) i inkubirani 1h na + 60°C. Steroli iz seruma su izolovani na isti na¢in, kao i iz
tkiva (Lutjohann i saradnici, 2002).

Nivo holesterola u svakom uzorku odreden je gasnim hromatografom sa plameno-
jonizacionim detektorom (gas-chromatograph-flame ionization detector, GC-FID). Kao
interni standard Kkoris¢eno je 50 ul rastvora 5o —holestana (I mg/ml 5o —holestan u
cikloheksanu). Nivoi biljnih sterola, holesterolskih prekursora (lanosterol, latosterol,
dezmosterol) i metabolita (24S-OHC, holestanol) su odredeni koriséenjem epikoprostanola

kao internog standarda (LUtjohann i saradnici, 2002).
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3.8. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koriS¢en je softverski paket STATISTICA 6.0.
Najpre je proveravana normalna distribucija dobijenih podataka za svaku eksperimetnalnu
grupu. Za poredenja izmedu starosnih grupa koriS¢ena je jednofaktorska ANOVA (engl.
ANalysis of VAriance) i potom FiSerov LSD test. Statisticki znacajnim razlikama su
smatrane one kod kojih je p<0.05. Za poredenje izmedu grupa koje su bile na razli¢itim
rezimima ishrane, koris¢en je neparametrijski U-test. Statisticki znacajnim razlikama su
smatrane one kod kojih je p<0.05. Na graficima, statisticki znacajne promene su obelezene
simbolom (*) u odnosu na grupu od 3 meseci, ili pak (#) za promene do kojih je doSlo pod

dejstvom dugotrajne dijetalne restrikcije, a u odnosu na odgovarajucu starosnu kontrolu.

47



4. Rezultati

4.1. Eksperimentalni dizajn

Eksperimenti u okviru ove disertacije radeni su na muzjacima pacova soja Wistar.
Na pocetku eksperimenta starost pacova bila je 3 meseca. Tada je izmerena prosec¢na
dnevna potrosnja hrane po zivotinji. Nakon toga, zivotinje su podeljene u dve grupe. Prva
grupa, oznacena kao ad libitum (AL), tokom ¢itavog eksperimenta je dobijala 100%
prose¢nog dnevnog unosa hrane, dok je druga grupa, oznacena kao DR, podvrgnuta
hroni¢noj dijetalnoj restrikciji prema slede¢em rezimu: svaki drugi dan Zivotinje su dobijale

100% prosecnog dnevnog unosa hrane.

4.1.1. TeZina Zivotinja

Tezina zivotinja oAL
800 1 % m DR
600 - *

#
o 400 - *#
200 -
0 r
3m 12m 24m

Slika 8. Tezina pacova tokom starenja i pod uticajem DR (svetlu stubi¢i-AL, tamni
stubic¢i-DR). TeZina je izraZzena u gramima (srednja vrednost + standardna greska). *p<0.05
u odnosu na kontrolu 3m; # p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu kontrolu.

Merenjem tezine tela eksperimentalnih Zivotinja utvrdeno je da tokom starenja
dolazi do statistiCki znaCajnog povecanja tezine pacova u obe starosne grupe (12 i 24
meseca) hranjene ad libitum. Zivotinje koje su bile podvrgnute restriktivnom rezimu
ishrane (DR) imale su znaéajno manju telesnu teZzinu od svojih starosnih kontrola, bez

obzira na starost. Grupa zivotinja starih 24m koja je bila na restriktivnom rezimu ishrane
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imala statisti¢ki znacajno smanjenu tezinu i u odnosu na kontrolnu grupu staru 3m (Slika 8)

4.1.2. Kortikosteron u serumu

Kortikosteron u serumu AL
250 1 mDR

2001

ug/d|
o
o

100 1

50 1

3m ' 12m ‘ 24m

Slika 9. Koncentracija kortkosterona u serumu pacova tokom starenja i pod uticajem
DR (svetlu stubi¢i-AL, tamni stubi¢i-DR). Koncentracija kortikosterona odredena je
ELISA metodom. Rezultati su izrazeni kao koncentracija u pg/dl (srednja vrednost +
standardna greska). *p<0.05 u odnosu na kontrolu 3m; # p<0.05 u odnosu na odgovarajucu
starosnu kontrolu.

Odredivanje koncentracije kortikosterona u serumu pacova pokazalo je da je nivo
kortikosterona u serumu 12m starih zivotinja hranjenih ad libitum znac¢ajno nizi u odnosu
na 3m stare Zivotinje (smanjenje od 55%). Nasuprot tome, u ovoj starosnoj grupi
primenjeni restriktivni rezim ishrane uzrokovao je znacajno povecanje nivoa ovog
endogenog glukokortikoida i u odnosu na starosnu kontrolu (povecanje od 393%), i u
odnosu na kontrolnu grupu staru 3m (povecanje od 125%). Zivotinje stare 24m imale su
znacajno povisen nivo serumskog kortikosteroida u odnosu na zivotinje stare 3m, bez
obzira na reZim ishrane kome su bile podvrgnute (povecanje od 128% za 24mAL; 160% za
24mDR). U ovoj starosnoj grupi DR nije imala uticaja na koncentraciju kortikosterona u
serumu (Slika 9).
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4.1.3. Biohemijski parametri u serumu pacova

Tabela 3. Biohemijski parametri u serumu pacova tokom starenja i pod uticajem DR.
Rezultati su izrazeni u odgovaraju¢im jedinicama i predstavljeni su kao srednja vrednost +
standardna greska. *p<0.05 u odnosu na kontrolu 3m; # p<0.05 u odnosu na odgovarajucu
starosnu kontrolu.

3m 12m 24m
Serum jedinice
AL DR AL DR
glukoza mmol/l | 6.97+0.40 490+023% | 478:035%| 420+032%| 284+012%#
insulin miU/L 247 +17 137 +29% 116 +12% 65+22% 24+5%%#
trigliceridi mmol/l | 1.00+0.10 195+ 020% | 1.05+0.07# 163+037%| 036:002%%
LDL mmol/l | 0.53+0.06 0.82+0.02% | 048+0.05%# 095+018% | 1.00+007%*
HDL mmol/l | 0.64 +0.03 102+010% | 094+005* | 099+012%| 143+011*#

Uticaj starenja i dugotrajne dijetalne restrikcije pracen je na nivou biohemijskih
parametara u serumu pacova. Odgovarajuce analize su pokazale da tokom starenja dolazi
do znacajnog smanjenja koncentracije 1 glukoze i insulina u serumu pacova, bez obzira na
primenjeni rezim ishrane (glukoza: smanjenje od 30% za 12mAL, 31% za 12mDR, 40% za
24mAL, 59% za 24mDR,; insulin: smanjenje od 45% za 12mAL, 53% za 12mDR, 74% za
24mAL, 90% za 24mDR u odnosu na 3m stare Zivotinje). Dugotrajna dijetalna restrikcija
primenjena u ovoj studiji je u grupi Zivotinja starih 24m uzrokovala dodatno smanjenje
koli¢ine glukoze (smanjenje od 32%) i insulina (smanjenje od 63%) u odnosu na starosnu
kontrolu. Tokom starenja zabeleZeno je statisticki znacajno poveéanje koncentracije
triglicerida u obe starosne grupe hranjene ad libitum (povecanje od 95% za 12mAL, 63%
za 24mAL). Zivotinje koje su bile na dijetalnoj restrikciji imale su znadajno niZe
koncentracije triglicerida u poredenju sa svojim starosnim kontrolama (smanjenje od 46%
za 12mDR, 78% za 24mDR). Grupa zivotinja starih 24m koja je bila na restriktivnom
rezimu ishrane imala je statisticki znacajno redukovan sadrzaj triglicerida 1 u odnosu na
kontrolnu grupu staru 3m (smanjenje od 64%). Tokom starenja zabeleZeno je i povecanje

koncentracije LDL u serumu zivotinja koje su bile hranjeme ad libitum (poveéanje od 55%

50



za 12mAL, 79 % za 24mAL). Dijetalna restrikcija u grupi 12m starih zivotinja uzrokovala
je znacajno smanjenje zastupljenosti ovog lipoproteina u odnosu na starosnu kontrolu
(smanjenje od 41%) i njegovo vracanje na nivo izmeren kod kontrolnih Zivotinja. U starijoj
grupi Zivotinja, restriktivni rezim ishrane nije imao efekta na smanjenje LDL-a. Naime, i u
0voj grupi zivotinja je zabelezen povisen nivo LDL u odnosu na 3m stare Zivotinje
(povecanje od 89%). Povecan nivo HDL-a u odnosu na 3m stare Zivotinje zabelezen je u
svim eksperimentalnim grupama, bez obzira na reZim ishrane (povecanje od 59% za
12mAL, 47% za 12mDR, 55% za 24mAL, 123% za 24mDR). U grupi Zivotinja starih 24m
dugotrajna DR dodatno je povecala nivo ovog lipoproteina u odnosu na starosnu kontrolu

(povecanje od 44%) (Tabela 3).
4.2. Uticaj starenja i dugotrajne dijetalne restrikcija na sterole u serumu pacova

Uticaj starenja i dugotrajne dijetalne restrikcije na koli¢inu holesterola, njegovih
prekursora (lanosterol, latosterol, dezmosterol) i derivata (24S-hidroksiholesterol, 27-

hidroksiholesterol, holestanol), kao i biljnih sterola u serumu laboratorijskih pacova

odreden je gasnom hromatografijom-masenom spektrometrijom (GC/MS).
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4.2.1. Analiza holesterola, njegovih prekursora i derivata u serumu pacova

Tabela 4. Holesterol, holesterolski prekursori i derivati u serumu pacova tokom
starenja i pod uticajem DR. Koncentracije sterola odredene su gasnom
hromatografijom/masenom  spektrometrijom (GC/MS). Rezultati su izrazeni u
odgovaraju¢im jedinicama i predstavljeni su kao srednja vrednost + standardna greska.
*p<0.05 u odnosu na kontrolu 3m; # p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu kontrolu.

3m 12m 24m
Serum jedinice
AL DR AL DR
*
holesterol | mg/dl | 60642 | o06:88% | 724237 | 11282175 | 07.3:37%
lanosterol ug/dl 7.7£0.5 10.3 + 1_0* 6.8+0.2% 8413 6.6£0.2
*# #
latosterol mg/dl 0.07 £ 0.01 0.07 £ 0.01 0.04 £ 0.002 0.07 £0.02 005+001%
dezmosterol | mg/d| 0.09 £ 0.1 0.10 £0.01 0.13+0.02 0.12£0.03 0.34+0.05 * #
24S-OHC ng/ml 25206 27.2£2.1 271£09 31.3£35 284£1.0
27-OHC ng/ml 482+7.8 54.9 £ 6.1 55.5 5.6 862 +84% 842+72%
holestanol mg/dl 0.39 £ 0.04 088+006% | 049:005% | [g4s004% | 044:005%

Rezultati analize seruma pacova prikazani su u Tabeli 4. Tokom starenja koli¢ina
holesterola bila je povecana bez obzira na primenjeni rezim ishrane (povecanje od 50% za
12mAL, 19% za 12mDR, 86% za 24mAL, 61% za 24mDR). Sama dijetalna restrikcija nije
imala uticaja na koli¢inu holesterola u odnosu na odgovarajucu starosnu kontrolnu gupu.
Nivo holesterolskog prekursora lanosterola bio je povecan u grupi pacova starih 12m koji
su bili hranjeni ad libitum (poveéanje od 34%) u odnosu na zivotinje stare 3 m, dok je
dijetalna restrikcija dovela do smanjenja koli¢ine njegove koli¢ine (smanjenje od 34%) u
odnosu na starosnu kontrolu. Koli¢ina drugog holesterolskog prekursora latosterola nije se
menjala tokom starenja. Medutim u grupi Zivotinja starih 12 meseci koje su bile na dijati
izmereno je smanjenje latosterola od 49% u odnosu na starosnu kontrolu, odnosno od 42 %
u odnosu na 3m stare Zivotinje, dok je kod pacova starih 24m koji su bili na rezimu

redukovane ishrane detektovano smanjenje koli¢ine latosterola od 34% u odnosu na
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starosnu kontrolu, odnosno od 30% u odnosu na 3m stare zivotinje. Tre¢i precursor
holesterola, dezmosterol, bio je promenjen jedino u najstarijoj grupi zivotinja koje su bile
na rezimu redukovane ishrane. Kod njih je zabelezen povecan nivo ovog prekursora od
177% u odnosu na starosnu kontrolu, odnosno od 268% u odnosu na 3m stare Zivotinje.
Zastupljenost mozdano-specifi¢énog oksisterola, 24S-OHC, nije bila promenjena ni tokom
starenja, ni pod delovanjem dijetalne restrikcije. Koli¢ina drugog oksisterola, 27-OHC, bila
je povecana u najstarijoj grupi Zivotinja, bez obzira na rezim ishrane (poveéanje od 79% za
24mAL, 75% za 24mDR ). Nivo holesterolskog derivata holestanola bio je povecan tokom
starenja (povecanje od 126% za 12mAL, 115% za 24mAL). U grupi zivotinja starih 12m
koji su bili podvrgnuti dijetalnoj restrikciji zabelezeno je smanjenje nivoa holestanola od
44% u odnosu na starosnu kontrolu, dok je u grupi 24m starih Zivotinja to smanjenje

iznosilo 48%.

4.2.2. Analiza biljnih sterola u serumu pacova

Tabela 5. Biljni steroli u serumu pacova pacova tokom starenja i pod uticajem DR.
Koncentracije biljnih  sterola odredene su gasnom hromatografijom/masenom
spektrometrijom (GC/MS). Rezultati su izrazeni u odgovaraju¢im jedinicama i
predstavljeni su kao srednja vrednost + standardna greSka. *p<0.05 u odnosu na kontrolu
3m; # p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu kontrolu.

3m 12m 24m
Serum jedinice
AL DR AL DR
sitosterol mag/dl 28403 46+04F 19:03# 39405 10201 %#
kampesterol | mg/d| 1.7£0.2 39403 18402% 30404 1.0£01 *#
stigmasterol ug/dl 243 +21 383+28% 221 13.4# 33.2i1.5* 129+16 * #
brasikasterol ug/di 13.4 £0.01 123 +1.0 * 11.8+04 13.9+£0.7 11.8+09
: * *
sitostanol ug/di 61.8+5.9 101.0+86 32858 *% | 708169 234139 %%
K * # * #
ampestanol ug/di 251.4+27.0 559.4 + 33.0 140.3+ 30.6 447.4 +79.2 854 +21.0
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U serumu eksperimentalnih Zivotinja pradene su promene u nivou najzastupljenijih
biljnih sterola i njihovih derivata (Tabela 5). Koli¢ina svih ispitivanih biljnih sterola, osim
brasikasterola ¢ija se koli¢ina nije menjala u analiziranim uslovima, bila je znatno poveéana
tokom starenja. Povecanje nivoa biljnih sterola se kretalo u rasponu od 29% za sitostanol
izmeren u grupi 24mAL do 127% za kampesterol u grupi 12mAL. Primenjena dijetalna
restrikcija uticala je na smanjenje koli¢ine biljnih sterola u serumu koje je iznosilo od 42%
do 81% u odnosu na odgovarajuc¢e starosne kontrole. U nekom slucajevima, rezim
redukovane ishrane uticao je na smanjenje nivoa biljnih sterola i u odnosu na 3m stare

zivotinje (smanjenje je iznosilo od 39% do 62%).

4.3. Uticj starenja i dugotrajne dijetalne restrikcije na proteine koji su ukljuceni u

metabolizam holesterola u mozgu

Uticaj starenja i dugotrajne dijetalne restrikcije na metabolizam holesterola u mozgu
pracen je na nivou proteina ukljucenih u sintezu (HMGCR), transport (ApoE), katabolizam
(CYP46) i regulaciju (LXRa) holesterola u korteksu i hipokampusu pacova. Ekspresija

navedenih proteina pracena je imunoblot metodom.
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4.3.1 Promene u korteksu
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Slika 9. Zastupljenost proteina HMGCR (A), CYP46 (B), ApoE (C) i LXRa (D) u
korteksu pacova tokom starenja i pod uticajem DR. Nivo ekspresije proteina odreden je
Western blot analizom u korteksu pacova koji su bili na razli¢itim rezimima ishrane tokom
starenja (svetli stubi¢i-AL, tamni stubi¢i-DR). Rezultati su izrazeni kao stepen promene
relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost + standardna greSka) u odnosu na
vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (3m) kojoj je dodeljena vrednost 1. Svakom
grafikonu je pridruZzen reprezentativni imunoblot. *p<0.05 u odnosu na kontrolu 3m; #
p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu kontrolu.

Ekspresija proteina koji su ukljuceni u metabolizam holesterola u korteksu pacova
prikazana je na Slici 9. Analiza dobijenih podataka je pokazala da tokom starenja dolazi do
redukcije koli¢ine proteina HMGCR u korteksu ispitivanih pacova i to za 38% kod
Zivotinja starih 12m, odnosno 31% kod Zivotinja starih 24m. Primenjeni restriktivni rezim
ishrane nije imao uticaja na zastupljenost ovog proteina u odnosu na adekvatnu starosnu

kontrolu. Sta vie, i kod grupe Zivotinja podvrgnutih dijetalnoj restrikciji detektovana je
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manja koli¢ina proteina u odnosu na kontrolne Zivotinje stare 3m, mada je ona bila
statisticki znacajna samo u grupi najstarijin zivotinja (smanjenje od 34%) (Slika 9A).
Zastupljenost enzima CYP46 nije se znaCajno menjala tokom starenja. Izuzetak je grupa
pacova staih 24m koji su bili na dijetalnoj restrikciji, kod koji je zabeleZzena znacajno veca
koli¢ina proteina CYP46 (povecanje od 26%) u odnosu na kontrolne 3m stare Zivotinje
(Slika 9B). Tokom starenja zabelezena je znacajno veca koli¢ina proteina ApoE u korteksu
zivotinja starith 1 12m (povecanje od 61%), 1 24m (povecanje od 39%). Dijetalna restrikcija
je u grupi 12 meseci starih zivotinja delovala suprotno starenju, smanjujuéi nivo ovog
proteina za 24% odnosu na starosnu kontrolu (Slika 9C). Tokom starenja doslo je do blagog
smanjenja koli¢ine holesterolskog senzora, proteina LXRa, koje je statisticku znacajnost
dostiglo u najstarijoj grupi Zivotinja (smanjenje od 22%). Primenjena dugotrajna dijetalna
restrikcija imala je znacajan efekat na zastupljenost ovog proteina. Naime, koli¢ina LXRa u
grupi Zivotinja starih 12m Kkoje su podvrgnute restriktivnom reZimu ishrane bila je zna¢ajno
manja i u odnosu na starosnu kontrolu (smanjenje od 25%), i u odnosu na 3m stare
zivotinje (smanjenje od 34%). Isti profil promena detektovan je i u najstarijoj grupi
Zivotinja, kod koji je zabeleZeno smanjenje ovog proteina od 35% u odnosu na starosnu

kontrolu, odnosno od 49 % u odnosu na 3m stare Zivotinje (Slika 9D).
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4.3.2. Promene u hipokampusu
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Slika 10. Zastupljenost proteina HMGCR (A), CYP46 (B), ApoE (C) i LXRa (D) u
hipokampusu pacova tokom starenja i pod uticajem DR. Nivo ekspresije proteina
odreden je Western blot analizom u hipokampusu pacova koji su bili na razli¢itim rezimima
ishrane tokom starenja (svetli stubi¢i-AL, tamni stubi¢i-DR). Rezultati su izraZzeni kao
stepen promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost + standardna greska)
u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (3m) kojoj je dodeljena vrednost 1.
Svakom grafikonu je pridruzen reprezentativni imunoblot. *p<0.05 u odnosu na kontrolu
3m; # p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu kontrolu.

Ekspresioni profil proteina koji su ukljueni u metabolizam holesterola u
hipokampusu pacova tokom starenja i pod delovanjem dijetalne restrikcije prikazan je na
Slici 10. Dobijeni podaci su pokazali da je tokom starenja u hipokampusu pacova doslo do
statistiCki znacajnog smanjenja zastupljenosti proteina HMGCR u 12m AL-hranjenim

Zivotinjama (smanjenje od 48%), i u Zivotinjama starim 24 meseca koje su bile na dijetalnoj
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restrikciji (smanjenje od 45%). Redukovana ishrana u grupi pacova starih 12m, odnosno
samo starenje u najstarijoj grupi zivotinja nisu imali uticaja na koli¢inu ispitivanog proteina
(Slika 10A). Zastupljenost enzima CYP46 bila je znacajno smanjena u grupi 12m starih
Zivotinja, bez obzira na rezim ishrane (smanjenje od 22% za 12mAL, 24% za 12mDR). U
najstarijoj grupi zivotinja nije primecen uticaj ni starenja, ni dijetalne restrikcije na
zastupljenost proteina CYP46 (Slika 10B). Koli¢ina ApoE, glavnog apolipoproteina u
mozgu, bila je stabilna tokom starenja. Primenjeni restriktivni rezim ishrane nije uticao na
zastupljenost ovog proteina u grupi Zivotinja starih 12 meseci. Medutim, redukovana
ishrana je znacajno povecala koli¢inu ApoE u najstarijoj grupi zivotinja, kod kojih je
zabelezeno povecanje u koli¢ini ApoE od 35% u odnosu na starosnu kontrolu, odnosno od
36% u odnosu na kontrolne 3m stare Zivotinje (Slika 10C). Analiza proteina LXRa
pokazala je da je kod zivotinja starih 12m koli¢ina ovog proteina bila znac¢ajno smanjena u
odnosu na 3m stare Zivotinje, bez obzira na rezim ishrane na kome su Zivotinje bile
(smanjenje od 27% za 12mAL, 19% za 12mDR). U grupi zivotinja starih 24 meseca ni

starenje, ni dijetalna restrikcija ne uti¢u na zastupljenost ovog proteina (Slika 10D).

4. 4. Celijska lokalizacija ekspresije proteina CYP46

Dvojnim imunohistohemijskim obeleZavanjem antitelima koji prepoznaju protein
CYP46 i glijalni kiseli fibrilarni protein (engl. glial fibrilar acidic protein, GFAP), koji
predstavlja dobro okarakterisani marker astrocita, odredili smo tip ¢elija koje u mozgu

eksprimiraju protein CYP46 pod odredenim uslovima.
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4.4.1. Ekspresija proteina CYP46 tokom starenja i pod dejstvom dugotrajne
dijetalne restrikcije

GFAP GFAP/CYP46

GFAP/ICYP46

GFAP/CYP46

GFAP/CYP46

GFAP/CYP46

Lj
Slika 11. Imunohistohemijska detekcija CYP46 i GFAP u hipokampusu pacova tokom
starenja i pod uticajem DR. Ekspresije proteina CYP46 (Alexa 488, zeleno) i GFAP
(Alexa 555, crveno) mozgu pacova starih 3m (A-C), 12mAL ((D-F), 12mDR (G-I), 24mAL
(J-L) i 24mDR (Lj-N). Skala = 20um.

S obzirom da starenje predstavlja najznacajniji faktor rizika za nastajanje i
progresiju neurodegenerativnih  bolesti, a da dijetalna restrikcija ima dokazani

neuroprotektivni efekat, analizirali smo uticaj starenja i redukovane ishrane na celijsku
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ekspresiju enzima CYP46 koji reguliSe holesterolsku homeostazu u mozgu posredujuéi u
najznacajnijem putu eliminacije viska holesterola iz mozga. Analiza dobijenih rezultata
pokazala je da ni starenje, ni dijetalna restrikcija ne predstavljaju dovoljno jake stimuluse
da dovedu do atipi¢ne ekspresije ovog proteina u astrocitima, Sto je dokumentovano
odsustvom njegove kolokalizacije sa markerom astrocita, GFAP-om u analiziranim

eksperimentalnim uslovima(Slika 11).
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4.4.2. Ekspresija proteina CYP46 nakon povrede mozga

MAP-2 /CYP46

MAP-2 /CYP46

Neu-N/CYP46

SMI-32 SMI-32/CYP46

Slika 12. Ekspresija proteina CYP46 u neuronima. Dvojno imunohistohemijsko
obelezavanje. Kolokalizacija ekspresije proteina CYP46 (Alexa 488, zeleno) sa MAP-2
pozitivnim neuronima (Alexa 555, crveno) u korteksu mozga kontrolnih Zivotinja (A-C). U
blizini mesta povrede (D-L) ekspresija proteina CYP46 (Alexa 488, zeleno) je prisutna u
dendritima (D-F) i celijskim telima (G-I) preostalih neurona §to je potvrdeno njegovom
kolokalozacijom sa markerima MAP-2 (Alexa 555, crveno) i NeuN (Alexa 555, crveno).
Protein CYP46 nije detektovan u aksonima obelezenim markerom SMI-32 (Alexa 555,
crveno) (J-L). D-L: reprezentativne slike povredenog korteksa 14 dana nakon povrede.
Skala = 10pm.
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CYP46 ED1/CYP46

ED1/CYP46

ED1/CYP46

ED1/CY P46.

Slika 13. Ekspresija proteina CYP46 u aktiviranim c¢elijama mikroglije. Dvojno
imunohistohemijsko obeleZavanje. Aktivirane mikroglijske ¢elije obelezene markerom ED1
(Alexa 555, crveno) nisu detektovane u kontrolnom mozgu (A). Ekspresija proteina CYP46
(Alexa 488, zeleno) u ED1-pozitivnim ¢elijama mikroglije (Alexa 555, crveno) u blizini
mesta povrede 2 (D-F) i 7 (G-1) dana nakon lezije. 14 dana nakon povrede ED1-pozitivne
¢elije nisu detektovane (J-L). Skala = 10um.
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Slika 14. Ekspresija proteina CYP46 u astrocitima. Dvojno imunohistohemijsko
obelezavanje. U kontrolnom mozgu (A-C) fibrozni astrociti koji eksprimiraju GFAP (Alexa
555, crveno) ne pokazuju CYP46 imunoreaktivnost (Alexa 488, zeleno). Ekspresija
proteina CYP46 (Alexa 488, zeleno) je kolokalizovana sa GFAP-pozitivnim astrocitima
(Alexa 555, crveno) na mestu povrede 2 (D-F), 7 (D-1), 14 (J-L), 28 (M-0) i 45 dana (P-R)
nakon povrede. Skala = 10um.
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Na osnovu literaturnih podataka koji ukazuju na ekspresiju enzima CYP46 u
¢elijama glije u slucaju neurodegenerativnih bolesti i razli¢itih povreda mozga, analizirli
smo da li velika mozdana trauma (ablacija senzomotornog korteksa) koja predstavlja model
operativnog zahvata na mozgu ljudi, utice na Celijsku ekspresiju ovog proteina. Ovi
eksperimenti su pokazali da je protein CYP46 i nakon mozdane traume zadrzao svoju
tipicnu neuronalnu ekspresiju u celijskom telu i dendritima, S$to je potvrdeno
kolokalizacijom sa specificnim markerima (MAP-2, NeuN). Takode, povreda mozga nije
dovela do pomeranja ekspresije CYP46 u aksone, §to je utvrdeno odsustvom kolokalizacije
sa specificnim aksonalnim markerom SMI-32 (Slika 12). Ovakva ekspresija se zadrzala
tokom ¢itavog perioda oporavka (2-28 dan).

Ablacija senzomotornog korteksa je ipak uzrokovala atipi¢nu ekspresiju proteina
CYP46 u glijskim celijama. Naime, kolokalizacija CYP46 sa markerom aktivirane
mikroglije ED1 je pokazala da se CYP46 nakon teSke povrede mozga eksprimira u
mikrogliji 2 i 7 dana nakon povrede (Slika 13). Nasuprot mikrogliji, CYP46 se eksprimira u
astrocitima tokom citavog vremena oporavka (2-45 dana), $to je potvdeno njegovom

kolokalizacijom sa markerima astrocita, GFAP-om (Slika 14).
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4. 5. Uticaj starenja i dugotrajne dijetalne restrikcija na sterole u mozgu pacova

S obzirom na detektovane promene na nivou proteina uklju¢enih u metabolizam
holesterola u mozgu u daljem radu hteli smo da vidimo uticaj starenja i dugotrajne dijetalne
restrikcije na koli¢inu holesterola, njegovih prekursora (lanosterol, latosterol, dezmosterol)
i derivata (24S-hidroksiholesterol, holestanol), kao i biljnih sterola u korteksu i
hipokampusu pacova. Koli¢ina sterola odredena je gasnom hromatografijom-masenom

spektrometrijom (GC/MS).
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4.5.1. Analiza holesterola, njegovih prekursora i derivata u korteksu pacova
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Slika 15. Zastupljenost holesterola, njegovih prekursora i derivata u korteksu pacova
koji su bili podvrgnuti razli¢itim reZimima ishrane tokom starenja (svetli stubi¢i-AL, tamni
stubi¢i-DR). Koncentracije sterola odredene su gasnom hromatografijom/masenom
spektrometrijom (GC/MS). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna
greSka. *p<0.05 u odnosu na kontrolu 3m; # p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu
kontrolu.
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Uticaj starenja i dugotrajne dijetalne restrikcije na metabolizam holesterola u
korteksu pacova prikazan je na Slici 15. Analize su pokazale da tokom starenja dolazi do
blagog, ali ipak statisticki znacajnog povecanja holesterola u korteksu pacova koji su
hranjeni ad libitum (povecanje od 13% za 12mAL, 15% za 24mAL). Primenjeni restriktivni
rezim ishrane nije imao uticaja na zastupljenost holesterola ni u jednoj starosnoj grupi
ispitivanih  zivotinja (Slika 15A). Nivo lanosterola, prvog steroidalnog prekursora
holesterola, bio je povecan u grupi 12mAL (povecanje od 34%), dok je dijeta revertovala
ovo povecanje, smanjujuéi nivo lanosterola u odnosu na starosnu kontrolu (Smanjenjene od
33%). U najstarijoj grupi zivotinja starenje nije imalo efekta na koli¢inu lanosterola, dok je
primenjena DR smanjila njegov nivo u odnosu na 3m (smanjenje od 38%) (Slika 15B).
Latosterol, drugi prekursor holesterola, tokom starenja je bio manje zastupljen u odnosu na
3m stare Zivotinje u svim analiziranim grupama, bez obzira na rezim ishrane (smanjenje od
22% za 12mDR, 33% za 24mAL, 44% za 24mDR), dok uo¢eno smanjenje u 12m nije bilo
statisti¢ki znacajno (Slika 15C). Primenjena DR nije uticala na zastupljenost ovog sterola u
okviru iste starosne grupe. I u slucaju direktnog holesterolskog prekursora dezmosterola,
tokom starenja je doSlo do redukcije u njegovoj zastupljenosti u svim eksperimentalnim
grupama, mada smanjenje uoceno u grupi 12mAL nije bilo statisti¢ki znacajno (smanjenje
od 38% za 12mDR, 38% za 24mAL, 39% za 24mDR). Dijatelna restrikcija nije uticala na
koli¢inu dezmosterola u analiziranim grupama (Slika 15D). Analiza je pokazala da ni
starenje ni DR nisu uticali na zastupljenost holesterolskog metabolita, 24S-OHC (Slika
15E). Nasuprot tome, koli¢ina drugog metabolita holesterola, holestanola, bila je zna¢ajno
povecana tokom starenja u svim eksperimentalnim grupama, bez obzira na rezim ishrane
(povecanje od 49% za 12mAL, 44% za 12mDR, 49% za 24mAL, 73% za 24mDR) (Slika
15F).
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4.5.2. Analiza holesterola, njegovih prekursora i derivata u hipokampusu
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Slika 16. Zastupljenost holesterola, njegovih prekursora i derivata u hipokampusu
pacova koji su bili podvrgnuti razli¢itim reZimima ishrane tokom starenja (svetli stubici-
AL, tamni  stubi¢i-DR).  Koncentracije  sterola  odredene  su  gasnom
hromatografijom/masenom  spektrometrijom (GC/MS). Rezultati su izrazeni u
odgovaraju¢im jedinicama i predstavljeni su kao srednja vrednost + standardna greska.
*p<0.05 u odnosu na kontrolu 3m; # p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu kontrolu.
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Analiza uticaja starenja i dugotrajne dijetalne restrikcije na metabolizam holesterola
u hipokampusu laboratorijskih pacova prikazana je na Slici 16. Dobijeni rezultati su
pokazali da ni starenje ni primenjeni restriktivni reZzim ishrane nisu imali uticaja na
zastupljenost holesterola u hipokampusu analiziranih Zivotinja (Slika 16A). Starenje je
uzrokovalo redukciju u koli¢ini lanosterola, bez obzira na rezim ishrane (smanjenje od 21%
za 12mAL, 46% za 12mDR, 45% za 24mAL, 43% za 24mDR), dok je DR dodatno
smanjila nivo lanosterola u grupi 12m starih Zivotinja u odnosu na starosnu kontrolu
(smanjenje od 32%) (Slika 16B). Isti profil promena je uocen i za latosterol (Slika 16C).
Naime, i u sluc¢aju ovog holesterolskog prekursora, tokom starenja je dosSlo do smanjenja
njegove koli¢ine u svim eksperimentalnim grupama (smanjenje od 24% za 12mAL, 50% za
12mDR, 57% za 24mAL, 53% za 24mDR), dok je redukovana ishrana smanjila nivo
latosterola u grupi 12m starih Zivotinja i u odnosu na starosnu kontrolu (smanjenje od
35%). Uocena je redukcija 1 tre¢eg prekursora holesterola, dezmosterola, tokom starenja u
svim analiziranim grupama, bez obzira na rezim ishrane (smanjenje od 40% za 12mAL,
34% za 12mDR, 55% za 24mAL, 39% za 24mDR). Ono Sto dezmosterol razlikuje od
ostalih prekursora je uticaj dijetalne restrikcje. Naime, kod najstarijih pacova, restriktivna
ishrana uticala je na povecanje nivoa dezmosterola u odnosu na starosnu kontrolu
(povecanje od 38%), mada njegova vrednost ipak ostaje znacajno manja u odnosu na 3m
stare zZivotinje (Slika 16D). Koli¢ina oksidovanog derivata holesterola, 24S-OHC, nije bila
promenjena ni u jednoj ispitivanoj grupi (Slika 16E). Nasuprot njemu, tokom starenja je
detektovana povecana zastupljenost holestanola u svim starosnim grupama (povecanje od
116% za 12mAL, 103% za 12mDR, 122% za 24mAL, 178% za 24mDR). Dugotrajna DR
je dodatno povecala nivo ovog derivata u hipokampusu najstarijih zivotinja u odnosu na

starosnu kontrolu (povecanje od 25%) (Slika 16F).
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4.5.3. Analiza biljnih sterola u korteksu pacova
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Slika 17. Zastupljenost biljnih sterola u korteksu pacova koji su bili podvrgnuti
razliitim rezimima ishrane tokom starenja (svetli stubi¢i-AL, tamni stubi¢i-DR).
Koncentracije biljnih sterola odredene su gasnom hromatografijom/masenom spektrometrijom
(GC/MS). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greSka. *p<0.05 u odnosu na
kontrolu 3m; # p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu kontrolu.
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Zastupljenost biljnih sterola u korteksu laboratorijskih pacova tokom starenja i pod
dejstvom dugotrajne dijetalne restrikcije prikazana je na Slici 17. Dobijeni podaci su
pokazali da je tokom starenja doSlo do povecanja u koli¢ini sitosterola, mada je statisti¢ka
znacajnost uoCena samo kod 12m starih zivotinja koje su hranu dobijale ad libitum
(povecanje od 127%). Dijetalna restrikcija je znac¢ajno smanjivala koli¢inu sitosterola u obe
starosne grupe u odnosu na starosne kontrole (smanjenje od 51% za 12mDR, 47% za
24mDR), dok u odnosu na 3m stare Zivotinje nije bilo promena (Slika 17A). Tokom
starenja do$lo je do znacajnog povecanja u obe starosne grupe i u koli¢ini kampesterola
(196% za 12mAL i 192% za 24mAL, Slika 17B), njegovog derivata kampestanola (305%
za 12mAL i 118% za 24maAL, Slika 17C ) i stigmasterola (169% za 12mAL i 108% za
24mAL, Slika 17D). Dijetalna restrikcija je delovala suprotno starenju, snizavaju¢i nivo
biljnih sterola u odnosu na odgovarajuée starosne kontrole. Smanjenje je iznolilo 54% za
12mDR i 49% za 24mDR za kampesterol (Slika 17B), 54% za 12mDR i 52% za 24mDR za
kampestanol (Slika 17C), 43% za 12mDR i 44% za 24mDR za stigmasterol (Slika 17D).
Treba napomenuti da je koli¢ina kampestanola i stigmasterola u 12m starim zivotinjam koje
su bile podvrgnute dijetalnoj restrikciji ipak bila znacajno visa u odnosu na kontrolne 3m
stare zivotinje (povecanje od 87% za kampestanol, Slika 17C, 54% za stigmasterol, Slika
17D). Za razliku od prethodno navedenih fitosterola, koli¢ina brasikasterola je ostala
nepromenjena tokom starenja, bez obzira na rezim ishrane kome su Zzivotinje bile
podvrgnute (Slika 17E).
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4.5.4. Analiza biljnih sterola u hipokampusu pacova

OAL
A sitosterol D stigmasterol mDR
200 51
* *
150 M «
3 2 3 :
5,100 S #
g’ T E) 24 * #
50 * # "
1
0 0 . .
3m 12m 24m 3m 12m 24m
B 100. kampesterol E . brasikasterol
*
250 ,
*
2007 o *
£ * £
51501 * > 2
c c T
1004 " |
504 |
0 T T 0 b '
3m 12m 24m 3m 12m 24m
C .. kampestanol
*
251
(@) 20'
£ *
> 197 *#
c
10 #
5{ ot
0 : .
3m 12m 24m

Slika 18. Zastupljenost biljnih sterola u hipokampusu pacova koji su bili podvrgnuti
razli¢itim rezimima ishrane tokom starenja (svetli stubi¢i-AL, tamni stubic¢i-DR).
Koncentracije biljnih  sterola odredene su gasnom hromatografijom/masenom
spektrometrijom (GC/MS). Rezultati su izrazeni u odgovaraju¢im jedinicama i
predstavljeni su kao srednja vrednost + standardna greSka. *p<0.05 u odnosu na kontrolu
3m; # p<0.05 u odnosu na odgovarajucu starosnu kontrolu.
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Analiza biljnih sterola u hipokampusu, pokazala je slican obrazac promena kao u
korteksu. Dobijeni podaci su prikazani na Slici 18. U hipokampusu 12m starih Zivotinja
doSlo je do statisticki znacajnog povecanja koli¢ine sitosterola (povecanje od 96%) u
odnosu na kontrolnu grupu (Slika 18A). Uticaj primenjenog restriktivnog rezima ishrane
bio je uoc€ljiv jedino u grupi najstarijih zivotinja, gde je znacajno nizi nivo sitosterola
izmeren i u odnosu na starosnu kontrolu (smanjenje od 48%), i u odnosu na kontrolne, 3m
stare Zivotinje (smanjenje od 38%). Starenje je uzrokovalo akumulaciju kampestarola
(povecanje od 205% za 12mAL, 72% za 12mDR, 106% za 24mAL). U grupi 24m starih
zivotinja DR je delovala suprotno starenju, izazivaju¢i redukciju njegove kolicine
(smanjenje od 50%) u odnosu na starosnu kontrolu (Slika 18B). Tokom starenja
detektovana je znacajno veca koli¢ina kampestanola (povecanje od 293% za 12mAL, 97%
za 12mDR, 129% za 24mAL, Slika 18C) i stigmasterola (povecanje od 133% za 12mAL,
40% za 12mDR, 107% za 24mAL, Slika 18D). U odnosu na odgovarajuce starosne
kontrole redukovana ishrana je uzrokovala znacajno smanjenje i kampestanola (smanjenje
od 50% za 12mDR, 46% za 24mDR, Slika 18C), i stigmasterola (smanjenje od 40% za
12mDR, 45% za 24mDR, Slika 18D). Za razliku od korteksa, zastupljenost brasikasterola
u hipokampusu bila je znac¢ajno poveéana tokom starenja u odnosu na kontrolne zivotinje,
mada u grupi 12 meseci starih zZivotinja koje su bile na dijeti promena nije bila statisticki
znacajna (povecanje od 71% za 12mAL, 64% za 24mAL, 43% za 24mDR%). U slucaju
ovog biljnog sterola, dijetalna restrikcija nije imala uticaja na njegovu zastupljenost (Slika
18E).
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4.6. Uticaj starenja i dijatalne restrikcije ekspresiju zrelog proteina BDNF, njegovog
ukupnog (TrkB) i aktiviranog receptora (pTrkB) u korteksu i hipokampusu pacova
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Slika 19. Zastupljenost zrelog proteina BDNF, njegovog ukupnog (TrkB) i aktiviranog
(pTrkB) receptora u korteksu (A, B, C) i hipokampusu (D, E, F) pacova tokom
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starenja i pod uticajem DR. Nivo ekspresije proteina odreden je Western blot analizom u
Mozgu pacova koji su bili na razli¢itim rezimima ishrane tokom starenja (svetli stubic¢i-AL,
tamni stubi¢i-DR). Rezultati su izrazeni kao stepen promene relativnih vrednosti nivoa
proteina (srednja vrednost * standardna greSka) u odnosu na vrednost dobijenu kod
kontrolne grupe (3m) kojoj je dodeljena vrednost 1. Svakom grafikonu je pridruzen
reprezentativni imunoblot. *p<0.05 u odnosu na kontrolu 3m; # p<0.05 u odnosu na
odgovarajucu starosnu kontrolu.

Imunoblot analizom ispitivana je zastupljenost BDNF, njegovog ukupnog (TrkB),
kao i aktiviranog, tj. fosforilisanog receptora (pTrkB) u korteksu i hipokampusu pacova
soja Wistar (Slika 19). Dobijeni podaci su pokazali da tokom starenja dolazi do povecanja
koli¢ine trofina BDNF (povecanje od 81% za 12mAL, 58% za 24mAL). Rezultati su
pokazali i uticaj dugotrajne dijetalne restrikcije na zastupljenost BDNF. Naime, redukcija u
ishrani je uzrokovala poveéanje koli¢ine proteina BDNF u 12m starim pacovima i u odnosu
na starosnu kontrolu (povecanje od 82%), i u odnosu na 3m stare kontrolne Zivotinje
(povecanje od 230%). Nasuprot tome, dijetalna restrikcija je dovela do smanjenja njegove
koli¢ine u najstarijoj grupi zivotinja (Smanjenje od 43%) u odnosu na starosnu kontrolu
(Slika 19A). Kolicina receptora TrkB nije bila promenjena ni tokom starenja, ni pod
uticajem dijetalne restrikcije (Slika 19B). Medutim, koli¢ina aktiviranog receptora bila je
znacajno smanjena tokom starenja. Znacajno manja koli¢ina ovog proteina detektovana je u
korteksu zivotinja starih 12m (smanjenje od 20%), kao i1 kod najstarijih Zivotinja, bez
obzira na rezim ishrane (smanjenje od 29% za 24mAL, 23% za 24mDR). Dijetalna
restrikcija je kod 12m starih Zivotinja delovala suprotno starenju. Kod tih Zivotinja
detekovana je veca koli¢ina aktiviranog receptora (poveéanje od 28%)( Slika 19C) u
odnosu na starosnu kontrolu. U hipokampusu analiziranih zivotinja starenje nije uticalo na
zastupljenost proteina BDNF. Jedina promena je uo¢ena kod zivotinja starih 12m koje su
bile izlozene dijetalnoj restrikciji, kod kojih je zabeleZzeno povecanje kolicine BDNF od
15% u odnosu na 3m stare kontrolne Zivotinje (Slika 19D). Takode, koli¢ina receptora
TrkB (Slika 19E), kao i aktiviranog receptora pTrkB (Slika 19F) nisu se menjale ni tokom

starenja, ni pod uticajem primenjenog rezima dijetalne restrikcije.
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5. Diskusija

lako se prose¢ni zivotni vek produzio, ne moze se re¢i da se radi o zdravom
zivotnom veku, sudec¢i po broju hroni¢nih bolesti koje produzeni Zivotni vek nosi sa sobom,
ukljucujuéi visceralnu gojaznost, dijabetes tipa 2, hroni¢nu respiratornu bolest, bolesti srca i
krvnih sudova, maligne neoplazije i AB (Eyre i saradnici, 2004). Vise od 80% ljudi starijih
od 65 godina imaju bar jednu od gorenavedenih bolesti, a 50% ima najmanje dve takve
bolesti (Deaths: Final Data for 2005, 2008). Najve¢i faktor rizika za nastajanje naj¢e$¢ih
hroni¢nih bolesti je konzumiranje hrane bogate tzv. "praznim” kalorijama, a siromasne
hranljivim materijama, zatim fizicka neaktivnost i pusenje. Gojaznost je povezana sa
povecanim rizikom za demenciju (Kivipelto i saradnici, 2005). Ukoliko ne dode do
znacajnog smanjenja ovih faktora rizika, ekonomski troskovi lecenja kardiovaskuarnih
bolesti, kancera i dijabetesa, kao i gubitak ljudskih zivota ¢e rasti u buduénosti.

Dijetalna restrikcija je jedan od najbolje proucenih pristupa za koji je dokazano da
moze da produzi zivotni vek razli¢itih vrsta, od kvasca do primata (Narasimhan i saradnici,
2009). Pored toga, DR ima i dodatne korisne efekte specifiéne za nervni sistem,
ukljucujuéi povecanu otpornost neurona na ekscitotoksicnost, oksidativne i metabolicke
povrede, dok kod primata odlaze atrofiju mozga do koje dolazi tokom starenja (Colman i
saradnici, 2009). Nekoliko studija je pokazalo da dijetalna restrikcija primenjena tokom
adultnog perioda moZe da smanji starosno-zavisno kognitivno propadanje. Na primer, kada
je zapoceta u srednjem zivotnom dobu redukovana ishrana spreava kognitivno propadanje
kod miSeva (Means i saradnici, 1993), a dugotrajna restrikcija hrane poboljSava memoriju
analiziranu razli¢itim testovima ponasanja (Hashimoto i Watanabe, 2005). Kod pacova, DR
spreCava starosno-zavisni deficit u dugotrajnoj potencijaciji (LTP) i nivoima NMDA i
AMPA glutamatnih receptora u hipokampusu (Eckles-Smith i saradnici, 2000; Shi i
saradnici, 2007). Medutim, postoje i podaci da redukovana ishrana nije uvek korisna za
kognitivno funkcionisanje tokom starenja. Na primer, pokazano je da dugotrajna DR
dovodi do pogor3anih rezultata pacova testiranih u vodenom lavirintu kada su stari (Yanai i
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saradnici, 2004) a razlog za ovakav rezultat moze biti prekomerna restrikcije energije.
Stoga treba voditi ra¢una da redukcija hrane ne dovede do pothranjenosti, ve¢ da dijeta
predstavlja umereni stres. Naime, smatra se da je blagi metaboli¢ki stres povezan sa
dijetalnom restrikcijom jedan od mehanizama dejstva koji indukuje ekspresiju proteina
stresa u Celijama, Sto dalje vodi povecanoj otpornosti ¢elija (Lee isaradnici, 2000; Yu i
Mattson, 1999; Sharma i Kaur, 2005). Pored toga, izloZenost redukovanom rezimu ishrane
moze dovesti do povecane produkcije neurotrofinskih faktora u mozgu (Mattson i
Furukawa, 1996) za koje je pokazano sa Stite neurone od smrti u eksperimentalnim
modelima, in vivo i in vitro (Cheng i Mattson, 1994; Ren i Finklestein, 1997).

Cilj ove studije bio je da se utvrde medusobni uticaji starenja i dugotrajne dijetalne
restrikcije na metabolizam holesterola kako u periferiji, tako i u korteksu i hipokampusu,
regionima mozga Koji su izuzetno vazni za procese ucenja i pamcenja, a istovremeno
veoma osetljivi na proces starenja. lako mozak ¢ini samo oko 2% ukupne teZine tela, on
sadrzi oko Cetvrtinu ukupnog holesterola prisutnog u telu. Holestrol reguliSe fluidnost i
propustljivost bioloskih membrana i organizaciju lipidnih splavova, Sto dalje regulise
endocitozu (Dietschy i Turley, 2004) i ¢elijsku signalizaciju (Dietschy i Turley, 2004). Sa
ovakvom funkcionalnom raznoliko$¢u, jasno je da holesterol predstavlja glavnog regulatora
neuronalne funkcije usled konstantne potrebe ovih celija za tesnom kontrolom jonske
ravnoteze, endocitoze i unutaréelijske signalizacije. Znacaj holesterola za normalno
funkcionisanje mozga ogleda se i u €injenici da je njegov metabolizam u mozgu nezavisan
od holesterola u cirkulaciji i njegovih fluktuacija (Dietschy i Turley, 2001). Metabolizam
holesterola je analiziran na nivou samog holesterola, njegovih prekursora i derivata, kao i
proteina koji uCestvuju u procesima sinteze, transporta i degradacije holesterola u mozgu. U
ovim eksperimentima takode su analizirani 1 biljni steroli i njihova koli¢ina u mozgu pod
datim eksperimentalnim uslovima u svetlu sve vece upotrebe hrane obogacene biljnim
sterolima i njihove interferencije sa metabolizmom holesterola. Pored toga, analizirana je i
zastupljenost BDNF i njegovog receptora TrkB kao i njihova medusobna veza sa
metabolizmom holesterola.

U ovom radu opredelili smo se za rezim ishrane koji je u Svojoj o0snovi

intermitentan. Rezultati dobijeni u ovoj studiji pokazali su da su tokom starenja zivotinje
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koje su bile podvrgnute dijetalnoj restrikciji imale znacajno manju telesnu tezinu od svojih
starosnih AL kontrola, koje su dobijale na tezini, iako su tokom starenja konzumirale manju
koli¢inu hrane u poredenju sa 3 meseca starim kontrolnim Zivotinjama. Ovakvi rezultati su
u skladu sa literaturnim podacima. Naime, novija studija na muzjacima pacova soja Wistar
pokazala je da se telesna tezina Zivotinja povecala tokom starenja, kao i da su Zivotinje
nakon navrSene 33. nedelje Zivota pocele da smanjuju koli¢inu hrane koju su dnevno
konzumirale (Nistiar i saradnici, 2012)..

Jo§ jedan znacajan parametar delovanja DR je nivo kortikosterona u serumu za koji
je pokazano da se menja i sa starenjem, i pod dejstvom dijetalne restrikcije. Brojne studije
su zaista i pokazale porast kortikosterona sa staroS¢u pacova (Sapolski i saradnici 1983,
1986; Hauger i saradnici, 1994). Medutim, pokazano je i da uticaj starenja na nivo
kortikosterona u serumu pacova zavisi i od soja koji je analiziran. Tako je, npr. kod pacova
soja Wistar ustanovljeno da tokom starenja dolazi do smanjenja nivoa kortikosterona u
cirkulaciji (Hassan i saradnici, 1996). Rezultati iz naSe studije koja je radena na istom soju
pacova su takode pokazali da je tokom starenja u grupi 12 meseci starih Zivotinja doslo do
smanjenja koliCine serumskog kortikosterona. Medutim, u najstarijoj grupi pacova
detektovan je znacajan porast kortikosterona, pa se moze zakljuciti da je starenje ipak
dovoljno jak stres da indukuje povec¢anu sekreciju ovog hormona u kasnijim stadijumima
zivota. Kod zivotinja koje su bile podvrgnute redukovanom rezimu ishrane detektovan je
povecan nivo glukokortikoida u serumu u svim starosnim grupama. Ovaj podatak odgovara
konceptu tzv. "glukokortikoidnog paradoksa", odnosno ¢injenici da neuroprotektivni efekti
dijetalne restrikcije nadmaSuju pogubne efekte glukokortikoida, tj. da povecan nivo
glukokortikoida posreduje u neuroprotektivnim efektima dijetalne restrikcije (Patel i Finch,
2002). Molekularna osnova "glukokortikoidnog paradoksa” dijetalne restrikcije i njegovi
efekti na signalne puteve posredovane glukokortikoidima u mozgu jo$ uvek nisu u
potpunosti razjasnjeni.

Analiza biohemijskih parametara pokazala je da tokom starenja dolazi do redukcije
glukoze u serumu pacova koris¢enih u naSoj studiji. Koncentracija insulina tokom starenja
pratila je koncentraciju glukoze. Studija na zecevima, sa druge strane, pokazala je da

starenje ne uti¢e na koli¢inu glukoze u serumu (Yamada i saradnici, 2004), dok je kod ljudi
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tokom starenja detektovano povecanje nivoa kako glukoze, tako i insulina (Raymond i
saradnici, 1982). Postoji dosta eksperimentalnih podataka koji pokazuju uticaj razli¢itih
rezima ishrane na biohemijske parametre u serumu. Nasi rezultati pokazuju da dugotrajna
dijetalna restrikcija koja podrazumeva 100% prosecnog dnevnog unosa hrane svakog
drugog dana smanjuje nivo glukoze i insulina u serumu, Sto je u skladu sa podacima
dobijenim iz studije muzjaka pacova (Masoro i saradnici, 1992). Isti rezultati su dobijeni i u
eksperimentima na rezus majmunima (Kemnitz i saradnici, 1994). Na osnovu ovih
podataka smatra se da dugotrajna DR 1 intermitentna ishrana hroni¢no redukuju cirkuliSuce
nivoe insulina §to posledi¢no dovodi do poboljsane mobilizacije glukoze i/ili poboljSane
osetljivosti na insulin (Martin i saradnici, 2006). Medutim, treba istaci i nalaze da u serumu
muzjaka pacova soja Wistar nije detektovana promena koli¢ine glukoze ni tokom starenja,
ni pod dejstvom DR (Quintas i saradnici, 2012).

Starenje je uzrokovalo i nepovoljan lipidni profil u serumu pacova iz naSe studije.
Naime, tokom starenja su detektovani povecani nivoi triglicerida, kao i HDL, LDL i
ukupnog holesterola. Ovakvi rezultati su u velikoj meri u skladu sa do sada objavljenim
literaturnim podacima (Altura i saradnici, 1983; Porta i saradnici, 2009). Na osnovu
povecane koli¢ine holesterolskog prekursora lanosterola moze se zakljuciti da je njegova
sinteza bila povecana tokom starenja. Povecana koli¢ina holestanola u serumu moze se
smatrati faktorom rizika jer povecani sadrzaj holestanola moze uticati na funkcionisanje
bioloskih membrana (Seyama, 2003). Tokom perioda sisanja kod svih sisara je zabelezen
povisen nivo holesterola u plazmi (Dietschy i Turley, 2004). Promene u nivou holesterola u
cirkulaciji nakon odvikavanja od sisanja zavise od konzumirane hrane (Dietschy i Turley,
2004). Vazno je istac¢i ulogu hormona rasta u metabolizmu holesterola. Naime, pokazano je
da hormon rasta ima veoma vaznu ulogu u nekim aspektima metabolizma holesterola u
adultnim jedinkama, ukljucujuéi i ljude i Zivotinja (Angelin i Rudling, 1994; Friedman i
saradnici, 1970; Leonsson i saradnici, 1999). Sekrecija ovog hormona je smanjena tokom
godina (Corpas i saradnici, 1993). Eksperimenti na glodarima pokazali su da administracija
hormona rasta u stanju da potpuno preokrene starosno-zavisno poveéanje u nivou
holesterola u plazmi (Parini i saradnici, 1999). Ovo pokazuje da smanjena sekrecija

hormona rasta tokom starenja moze biti uzro¢ni faktor koji doprinosi starosno-zavisnom
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povecéanju serumskog holesterola. Nivo holesterola i LDL u plazmi raste tokom normalnog
starenja i kod ljudi i kod glodara (Parini i saradnici, 1999). Ovo moze biti povezano sa
smanjenim metabolizmom holesterola do zuénih kiselina koje je zabeleZzeno kod glodara
koji stare (Parini i saradnici, 1999; Wang, 2002), kao i sa poveéanom intestinalnom
apsorpcijom holesterola u starim miSevima i pacovima (Wang, 2002). Tokom poslednjih
Cetrdesetak godina, kako je definisana uloga lipoproteina u razvoju ateroskleroze, obnovilo
se interesovanje za moguénost da nivo cirkuliSu¢eg holesterola na neki nacin utie na
funkcionisanje CNS-a. Postulirano je da koncentracija cirkuliSué¢eg holesterola u plazmi
novorodencadi moze da uti¢e na razvi¢e mozga, pa ¢ak i na inteligenciju. Smatra se da
nizak nivo holesterola u cirkulaciji kod adultnih jedinki moze uzrokovati depresiju i nasilno
ponasanje, pa ¢ak dovesti i do suicidnog ponasanja (Olie i saradnici, 2011). Incidenca
demencije je direktno povezana sa nivoom holesterola u cirkulaciji (Panza i saradnici,
2006). Nivo LDL u plazmi ljudi se tokom normalnog starenja poveca za oko 40% u periodu
od 20. do 60. godine (Wilhelmsen i saradnici, 1997). Ovo se moze objasniti smanjenom
koli¢inom LDL receptora u jetri pacova (Field i Gibbons, 2000). Poveéan sadrzaj 27-OHC
u grupi najstarijih pacova detektovan u nasoj studiji mogao bi ukazivati da se u kasnijem
zivotnom periodu kod pacova soja Wistar biosinteza zucnih kiselina odvija uglavnom
alternativnim ili tzv. kiselim putem (Princen i saradnici, 1997). 27-OHC je najzastupljeniji
oksisterol u cirkulaciji. Osim $to ima ulogu u biosintezi zu¢nih kiselina, poznato je da
posreduje u efektima hiperholesterolemije, odnosno da moZe predstavljati primarni
patogeni faktor u razvoju AB (Shafaati i saradnici, 2011).

Kao Sto je ranije napomenuto, zastupljenost lipida u plazmi adultnih jedinki zavisi
od kvantiteta i kvaliteta lipida unetih hranom. Efekti ishrane bogate mastima (engl. high fat
diet, HFD) na homeostazu holesterola su intenzivno prou¢avani i kod Zivotinja, i kod ljudi.
Studije na ljudima pokazale su da konzumiranje HFD dovodi do povecanja ukupnog
holesterola i LDL u plazmi, kao i do znacajne redukcije HDL (Shanmugasundaram i
saradnici, 1986). Zna se da je visok nivo LDL povezan sa povecanim rizikom za AB
(Lehtonen i Luutonen, 1986, Lesser i saradnici, 2001). Dugotrajno konzumiranje hrane
bogate mastima dovodi do znaCajnog povecéanja i telesne tezine (Yan, 2006). Studije na

hiperholesterolemi¢nih ze¢evima kao modelima za aterosklerozu i AB su pokazale da HFD
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ishrana moze da indukuje znacajno povecanje koli¢ine holesterola u plazmi i jetri, ali da ne
uti¢e na koli¢inu holesterola u mozgu (Kalman i saradnici, 2001). Za razliku od ishrane
bogate mastima, tzv. mediteranska ishrana koja ukljucuje nerafinisanu hranu i hranu bogatu
antioksidansima, a siromaSnu mastima povezana je sa redukovanim rizikom za razvoj AB i
ostalih tipova demencije, ali se jo§ uvek tacno ne zna da li se ovo postize smanjenjem LDL
u plazmi izazvanim ishranom, ili preko dodatnih antiinflamatornih svojstava ovakve hrane
(Serhan, 2005).

Lipidni profil u cirkulaciji u najve¢oj meri se reguliSe upotrebom statina, lekova
koji inhibiraju enzim HMGCR koji katalizuje sintezu mevalonata i kao $to je ranije re¢eno
predstavlja ograni¢avajuéi enzim u mevalonatskom putu sinteze holesterola. U cirkulaciji,
inhibicija sinteze holesterola dovodi do indukcije receptora za lipoproteine niske gustine
(LDLR) i ¢is¢enja ovih lipoproteina iz cirkulacije. Pokazano je da simvastatin, jedan od
¢lanova familije statina, redukuje nivoe holesterola i LDL u plazmi pacijenata obolelih od
AB nakom tretmana koji traje 12 nedelja. Ovakav tretman nije imao uticaja na nivoe
triglicerida i HDL (Serano-Pozo i saradnici, 2010).

Opisani tretman simvastatinom doveo je do zna¢ajne redukcije nivoa holesterolskih
prekursora, latosterola i dezmosterola, u cirkulaciji, posredno ukazuju¢i na smanjenu
sintezu holesterola. Pored toga, koncentracija 24S-OHC bila je znacajno snizena, $to
predstavlja indirektan pokazatelj inhibitornog dejstva simvastatina na sintezu holesterola u
mozgu. Nije bilo promene u koli¢ini 27-OHC i holestanola u plazmi (Serano-Pozo i
saradnici, 2010). U CSF simvastatinski tretman je uticao na smanjenje latosterola, bez
uticaja na ostale metabolite (Serano-Pozo i saradnici, 2010). Varijacije u stopi sinteze
holesterola povezane su sa promenama u koli¢ini njegovih intermedijera. Promene nivoa
holesterolskih prekursora mogu ranije da se detektuju i da budu uocljivije od odgovarajuc¢ih
promena nivoa holesterola (Acimovic 1 saradnici, 2009). Ranije je ustanovljeno da koli¢ina
latosterola u plazmi predstavlja osetljivi marker biosinteze holesterola (Bjorkhem i
saradnici, 1987). Na osnovu ovih ¢injenica, merenje holesterolskih prekursora u ¢eliji, tkivu
ili plazmi se Cesto koristi za procenu sinteze holesterola pod razli¢itim uslovima (Acimovic

i saradnici, 2009). Analogno sintezi, eliminacija holesterola iz mozga moze se pratiti
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odredivanjem koli¢ine 24S-OHC u plazmi ispitivanih subjekata (Bjorkhem i saradnici,
1999).

Redukovani rezim ishrane primenjen u nasoj studiji je doveo do smanjenog nivoa
LDL u serumu ispitivanih pacova, bez uticaja na nivo samog holesterola. Posledica
ovakvog rezima ishrane bilo je i povecanje nivoa HDL koji posreduje u reverznom
transportu holesterola, najznacajnijem mehanizmu eliminacije viSka holesterola na
¢elijskom nivou (Weingartner 1 saradnici, 2010). Takode, dugotrajna DR primenjena u ovoj
studiji moZe se smatrati korisnijom od tretmana simvastatinom, posto je, za razliku od
simvastatina (Serano-Pozo i saradnici, 2010), dovela do redukcije koli¢ine triglicerida u
serumu ispitivanih pacova. Ovakav tip redukovane ishrane dovodi do snizavanja nivoa
holesterolskih prekursora lanosterola i latosterola u serumu pacova, ukazujuéi na ¢injenicu
da je doSlo do smanjene sinteze holesterola. VaZzan aspekt delovanja DR ogleda se i u
povecanom nivou desmosterola. Poznato je da je sinteza holesterola preko ovog prekursora
karakteristicna za mlade zivotinje (Thelen i1 saradnici, 2006), te se moze smatrati da je
izmena puta biosinteze holesterola jo$ jedan od nacina na koji DR ispoljava svoje korisno
dejstvo u starim Zivotinjama. Naime, sinteza holesterola preko dezmosterola, direktnog
prekursora, dovodi do uStede energije. Na nivou promena u dezmosterolu se takode ogleda
znaajna razlika izmedu dijetalne restrikcije 1 efekata simvastatina jer je pokazano da
simvastatin snizava nivo ovog holesterolskog prekursora (Serano-Pozo i saradnici, 2010).

S obzirom da se eliminacija holesterola iz mozga moze posredno odrediti preko
koli¢ine 24S-OHC u serumu (Bjorkhem i saradnici, 1999), pokazali smo da ni starenje, ni
dugotrajna dijetalna restrikcija nemaju uticaja na proces eliminacije holesterola iz mozga, s
obzirom da je nivo ovog metabolita u serumu nepromenjen. Cinjenica da primena
redukovanog unosa hrane nije uticala na promene koli¢ine 27-OHC u serumu, govori da
DR nije uticala na proces sinteze zu¢nih kiselina. Sa druge strane, DR u naSoj studiji
uzrokovala je smanjenje nivoa holestanola. S obzirom da se zna da holestanol moze biti
toksican za ¢eliju (Seyama, 2003), smanjenje koli¢ine holestanola moze se posmatrati kao
dodatni korisni efekat dugotrajne dijetalne restrikcije.

Konzumiranje hrane obogacene biljnim sterolima/stanolima moZe dovesti do

regulacije lipida u cirkulaciji kroz redukciju LDL i triglicerida. Takode, biljni steroli mogu
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uticati i na markere inflamacije, koagulacione parametre i funkcionisanje endotelnih ¢elija 1
trombocita (Christos i saradnici, 2010). Mnogi od ovih efekata su pokazani in vitro i u
animalnim modelima. Biljni steroli mogu biti inkorporirani u celijske membrane
(Ratnayake 1 saradnici, 2000), medutim ovo moze imati Stetan efekat. Naime, pokazano je
da povecana inkorporacija fitosterola u membranu crvenih krvnih ¢elija Cini eritrocite
fragilnijim i otezava njihov prolazak kroz kapilare (Ratnayake i saradnici, 2000; de Jong i
saradnici, 2003).

NaSa studija je pokazala da je tokom starenja doSlo do akumulacije biljnih sterola u
serumu pacova, dok je redukovani unos hrane delovao suprotno starenju, odrzavajuéi nivo
fitosterola na nivou izmerenom kod kontrolnih zivotinja starih 3 meseca. Rezultati dobijeni
u ovoj studiji nisu pokazali korelaciju biljnih sterola sa koli¢inom triglicerida ili LDL u
serumu ispitivanih zivotinja. Naime, povecana koli¢ina biljnih sterola tokom starenja nije
dovela do redukcije ni triglicerida, ni LDL-a, $to ukazuje da povecan sadrzaj biljnih sterola
ipak nije imao protektivni efekat na lipidni profil u serumu pacova

Znacaj holesterola u mozgu ogleda se u strogoj regulaciji njegovog nivoa, koji je
nezavisan od holesterola u cirkulaciji i njegovog fluktuiranja (Dietschy i Turley, 2001).
Holesterol prisutan u mozgu je produkt in situ sinteze. Tokom embrionalnog razvica i
neuroni i ¢elije glije sintetiSu holesterol, pa je stopa sinteza holesterola relativno visoka,
dok u adultnom mozgu pada na veoma nizak nivo (Dietschy i saradnici, 1983).

Podaci koji ukazuju na sudbinu holesterola u mozgu koji stari su kontradiktorni.
Umereni gubitak holesterola in vitro i in vivo pronaden je u membranama starih
hipokampalnih neurona (Martin i saradnici, 2008; Sodero i saradnici, 2011). Ovi podaci su
u skladu sa podacima da kod ljudi nakon dvadesete godine Zivota dolazi do redukcije
koli¢ine holesterola u frontalnom i temporalnom korteksu (Svennerholm i saradnici, 1994),
kao 1 sa malim, ali ipak znaCajnim smanjenjem koje je detektovano u humanom
hipokampusu i cerebelumu (Soderberg i saradnici, 1990) ili u sinaptozomima izolovanim iz
starih miSeva (Sodero i saradnici, 2011). Svi ovi rezultati zajedno ukazuju da je starenje
udruzeno sa smanjenom sintezom i povecanim katabolizmom holesterola §to zajedno
dovodi do smanjenja nivoa ovog lipida. Medutim, znacajne promene u nivou holesterola

tokom starenja nisu otkrivene u svim regionima mozga (Soderberg i saradnici, 1990), kao
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ni u sinaptickim membranama dobijenim iz ¢itavog mozga glodara (Igbavboa i saradnici,
1996). Takode, objavljeni su i podaci o povecanoj koli¢ini holesterola u totalnom ekstraktu
mozga starih pacova (Aureli i saradnici, 2000). Pokazano je da se sinteza holesterola
smanjuje u humanom hipokampusu, dok se koli¢ina holesterola ne menja (Thelen 1
saradnici, 2006). Sa druge strane, predlozena je direktna korelacija izmedu stope sinteze
holesterola i aktivnosti hipokampusa. U skladu sa tim, naruSavanje sinteze holesterola ili
lipoproteinskog transporta smanjuje sinapticku plasticnost, a samim tim 1 kognitivne
funkcije (Kotti i saradnici, 2006; Blalock i saradnici, 2003; Matthies i saradnici, 1997).
Nasuprot tome, opisane su promene u asimetriji holesterola u lipidnom dvosloju membrane,
gde je kao posledica starenja doslo do povecane koli¢ine holesterola u spoljasnjem sloju
membranskog dvosloja u odnosu na mlade miSeve (Igbavboa i saradnici, 1996). Rezultati u
naSoj studiji predstavljaju joS jednu potvrdu da metabolizam holesterola u mozgu nije
uniforman. Naime, naSi podaci ukazuju da tokom starenja dolazi do povecanja koli¢ine
holesterola u korteksu ispitivanih Zivotinja. Iako je koli¢ina enzima HMGCR bila smanjena
tokom citavog starenja, $to bi ukazivalo na smanjenu sintezu holesterola u mozgu, koli¢ina
njegovvog prekursora lanosterola latosterola je bila povecana, $to posredno pokazujue da je
nivo biosinteze holesterola u korteksu ipak ostao na visokom nivou. Za razliku od
lanosterola, nivoi ostala dva holesterolska prekursora bili su znac¢ajno smanjeni tokom
starenja. Nivo mozdano-specifi¢nog metabolita holesterola, 24S-OHC, nije bio promenjen
tokom starenja u korteksu pacova. Ovakav rezultat je oCekivan, s obzirom na ¢injenicu da
je i ekspresija enzima koji konvertuje holesterol u 24S-OHC, CYP46, bila nepromenjena
tokom starenja. Medutim, drugi derivat holesterola, holestanol, bio je znacajno povecan u
korteksu tokom starenja. Za razliku od korteksa, nivo holesterola u hipokampusu nije se
menjao tokom starenja. Smanjena ekspresija ograniavaju¢eg enzima u mevalonatskom
putu sinteze holesterola, kao i smanjena koli¢ina svih prekursora holesterola ukazuju da
tokom starenja dolazi do smanjenja stope sinteze ovog sterola. Koli¢ina 24S-OHC u
hipokampusu pacova bila je stabilna tokom starenja. S obzirom na podatak da je nivo
enzima CYP46 bio smanjen tokom starenja, moze se tumaciti da je u uslovima smanjene

koli¢ine enzima njegova aktivnost pojacana, ali za ovaj zaklju¢ak je neophodna
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eksperimentalna potvrda. Koli¢ina drugog derivata holesterola, holestanola, takode je bila
povecana tokom starenja u hipokampusu.

Pored razlika u koli¢ini holesterola, razli¢ite studije su ukazale i na regionalne
razlike u ekspresiji enzima koji uéestvuju u sintezi holesterola (Runquist i saradnici, 1995).
Unutarcelijski nivo HMGCR regulisan je potrebom celije za sterolima. Ova regulacija
ukljuCuje promene na transkripcionom, kao i na posttranslacionom nivou, menjanjem
enzimske stabilnosti. Naime, kada je potreba za sterolima velika, stopa transkripcije gena je
visoka, a sam enzim je relativno stabilan. Kada je zahtev za sterolima zadovoljen,
transkripcija se smanjuje, a protein se relativno brzo degraduje (Goldstein i Brown, 1990;
Edwards i Ericsson, 1999). Kao S$to je ranije napomenuto, koli¢ina holesterolskih
prekursora detektovana u naSoj studiji ukazala je na smenjenu sintezu holesterola tokom
starenja, Sto je potvrdeno i smanjenom koli¢inom ovog enzima u obe ispitivane strukture.
Medutim, sintezu holesterola nemoguce je pratiti samo preko enzima uklju¢enog u njegov
biosintetski put. Naime, proteini koji uc¢estvuju u metabolizmu holesterola medusobno su
veoma povezani. Tako oksisterol 24S-OHC, metaboli¢ki produkt enzima CYP46, indukuje
transkripciju ApoE, proteinsku sintezu i sekreciju, na dozno i vremenski zavisan nacin
(Abildayeva i autori, 2006).

Uloga ApoE u starenju mozga je proucavana u animalnim modelima, pri ¢emu su
dobijeni kontradiktorni rezultati. Originalno razvijeni kao zivotinjski modeli za prouc¢avanje
ateroskleroze, ApoE-/- miSevi su se pokazali korisnim i za proucavanje uloge ovog
apolipoproteina u CNS-u, naro¢ito tokom starenja i u razli¢itim bolestima. U nekim
studijama ovi misevi nisu ispoljili znake sinapticke degeneracije (Cambon i saradnicli,
2000), pokazali su normalnu histologiju mozga i odsustvo neurodegenerativnin markera
(Moghadasian i saradnici, 2001), nisu pokazivali naruSavanje holinergi¢kog sistema (Fagan
i saradnici, 1998; Anderson i saradnici; 1998, Bronfman i saradnici, 2000) i ispoljili su
normalnu neuronalnu funkciju (Anderson i saradnici, 1998 , Anderson i Higgins, 1997). U
drugim studijama, ovi misevi su, pak, ispoljili ozbiljne deficite u prostornom ucenju i
pamcenju (Oitzl i saradnici, 1997). Poirier i saradnici su sugerisali da nedostatak ApoE
uti¢e da miSevi izgube proceduralnu komponentu Morisovog vodenog lavirinta, pre nego

Sto im je uniStena prostorna memorija per se (Champagne i saradnici, 2002). Neslaganje
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rezultata razli¢itih studija sa ovim miSevima mogu se objasniti genetickom osnovom sojeva
(Lominska i saradnici, 2001), sredinskim varijablama i metodoloskim pristupima (Buttini i
saradnici, 1999), kao i testovima ponaSanja koji su koris¢eni (Champagne i saradnici,
2002). Na osnovu rezultata de se ekspresija ApoE u jetri povecava na starosno-zavisan
nacin (Gee i saradnici, 2005), smatra se da pored prisustva, i nivo ApoE moze biti vazan za
odrzavanje homeostaze u mozgu tokom starenja. Ipak, jos uvek nije jasno da li se ekspresija
ApoE u mozgu menja tokom starenja. Studije na miSevima su pokazale da se ekspresija
ApoE smanjuje vise od 5 puta u starom hipotalamusu i korteksu (Jiang i saradnici, 2001),
ali da raste u hipokampusu (Terao i saradnici, 2002). U starim pacovima, glijska ekspresija
ApoE je povecana na region-Specifi¢an na¢in (Morgan i saradnici, 1999). Ipak, u novijim
istrazivanja Gee i saradnika je pokazano da nema promena u nivoima IRNK i proteina
ApoE u korteksu, strijatumu i hipokampusu starih pacova (Gee i saradnici, 2005). Autori
ukazuju da nemoguénost mozga da poveca ekspresiju ApoE tokom starenja moze doprineti
smanjenoj sposobnosti mozga da odgovori na stres tokom starijeg zivotnog doba. Sa druge
strane, Kadish i saradnici (Kadish i saradnici, 2009) su opisali povecanje kolicine ApoE
tokom srednjeg Zivotnog doba i objasnili da viSak slobodnog holesterola nastaje kao
sporedni produkt lizozomske degradacije mijelinskih fragmenata bogatih holesterolom, to
za posledicu ima aktivaciju ApoE i drugih gena/proteina koji ucestvuju u transportu
holesterola u astrocitima. Poveéana koli¢ina holesterola tokom starenja detektovana u
korteksu pacova analiziranith u nasSoj studiji bila je pracena i pove¢anom koli¢inom
njegovog glavnog transportnog molekula, ApoE, S$to sugeriSe efikasan transport i
iskoriS¢enost holesterola u uslovima njegovog poveéanog sadrzaja.

De novo sinteza holesterola i njegova konverzija u 24S-OHC je tesno povezana i
vremenski promenljiva i zavisna od starosti organizma i njegovih potreba za holesterolom
(Lund i saradnici, 2003). Tokom prve tri nedelje Zivota kod misa dolazi do zna¢ajnog pada
nivoa iIRNK za HMGCR, a paralelno sa ovim padom dolazi do porasta IRNK za CYP46,
dok nivo 24S-OHC raste 6 puta tokom prve 3 nedelje Zivota. Nakon toga, nivo ova dva
enzima ostaje relativno konstantan, reflektuju¢i balans koji postoji izmedu holesterolske

sinteze i ekskrecije.
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Ranije je napomenuto da tokom starenja dolazi do povecanog katabolizma
holesterola u mozgu koji je posredovan enzimom CYP46, koji katalizuje konverziju
holesterola u 24S-OHC. U skladu sa ovakvim stanoviStem, Lund i saradnici (Lund i
saradnici, 1999) su pokazali povecanu koli¢inu CYP46 u mozgovima starih ljudi i miSeva u
poredenju sa mladima. Pokazano je da ovo povecanje nivoa CYP46 uzrokuje smanjenje
membranskog holesterola u hipokampalnim neuronima in vitro i in vivo (Martin i saradnici,
2008). Gubitak holesterola pokrece aktivaciju TrkB/Akt puta prezivljavanja, Stite¢i neurone
u uslovima povecanog stresa in vivo i in vitro (Martin i saradnici, 2008). Ovo zapaZanje je u
skladu sa podacima dobijenim u eksperimentima sa miSevima kojima nedostaje gen za
CYP46 koji su pokazali da redukcija stope sinteze holesterola u mozgu misa produzava
zZivot (Halford i saradnici, 2009). Mada nivoi holesterola u mozgovima ovih miSeva ostaju
nepromenjeni (Xie i saradnici, 2003; Lund i saradnici, 2003), varijacije u nivou holesterola
u membranama specifiénih neuronalnih populacija ili u starim miSevima koji ne
eksprimiraju gen za CYP46 su nejasne. Razumevanje uzroka starosno-zavisne varijacije u
nivoima CYP46 joS uvek predstavlja izazov. Interesantni su i mehanizmi koji kontrolisu
njegovu ekspresiju. Naime, Ohyama i saradnici (Ohyama i saradnici, 2006) su pokazali da
gen koji kodira ovaj protein nije osetljiv na nivoe sterola, kao §to je to slu¢aj sa HMGCR.
Za sada je poznato da na ekspresiju ovog enzima uti¢e starenje, oksidativni stres i tretman
deksametazonom i interleukinom-6 (Perovi¢ i saradnici, 2009; Ohyama i saradnici, 2006).
Analiza ekspresije enzima CYP46 u okviru ove studije pokazala je da ni starenje ni
dijetalna restrikcija nisu dovoljno jak stimulus da uzrokuju ekspresiju ovog proteina u
glijskim ¢elijama, kao ni da dovedu do promene broja ¢éelija koje eksprimiraju ovaj protein.
Smanjena koli¢ina CYP46 koja je detektovana u hipokampusu Zivotinja starih 12 meseci
verovatno je posledica suprimirane sinteze ovog proteina od strane celija koje ga
konstitutivno eksprimiraju tokom ¢itavog Zivota. ProSirivanjem ove studije izucavanjem
ekspresije CYP46 u korteksu pacova nakon ablacije senzomotornog korteksa, ustanovljeno
je da tako teSka povreda mozga, za razliku od starenja i DR-e, dovodi do promene ¢elijskog
tipa koje eksprimiraju ovaj enzim. Naime, u mozgu povredenih Zivotinja CYP46 su, pored
neurona, eksprimirale 1 ¢elije mikroglije, kao i astrociti. Ekspresija CYP46 u ¢elijama

mikroglije mogla bi predstavljati trenutni i brzi odgovor mozga na narusenu homeostazu

87



holesterola. Naime, ostaci umrlih ¢elija doveli su do lokalnog povecanja nivoa holesterola,
Sto dovodi do potrebe za njegovom brzom eliminacijom. Sa druge strane, ekspresija CYP46
u astrocitima tokom c¢itavog perioda oporavka koji je analiziran u ovoj studiji oslikava
novouspostavljenu homeostazu holesterola. Posle ablacije senzomotornog korteksa, doslo
je do smanjenja broja neurona, ¢elija koje u normalnim uslovima eksprimiraju CYP46, dok
je broj ¢elija koje sintetiSu holesterol, astrocita, ostao nepromenjen, ili se ¢ak povecao, pa
se ukazala potreba za ponovnim uspostavljanjem ravnoteze izmedu sinteze i1 eliminacije
holesterola. Tako je deo astrocita preuzeo funkciju izgubljenih neurona. Treba istaci da su
ove promene ekspresije CYP46 imale lokalizovan karakter. Naime, astrociti i1 Celije
mikroglije koji eksprimiraju CYP46 nalazili su se samo oko mesta povrede.

Produkt enzima CYP46, 24S-OHC, pored uloge u eliminaciji viska holesterola iz
mozga, znacajan je i kao potencijalni marker neurodegenerativnih promena. Naime, postoje
podaci o mogucoj ulozi 24S-OHC u predikciji pojave AB kod starijih osoba sa ocuvanim
kognitivnim sposobnostima (Den Heijer i saradnici, 2006), a pokazano je i da koli¢ina 24S-
OHC moze znacajno da ukaze na veli¢inu hipokampusa (Koschack i saradnici, 2007), za
koji se zna da je redukovan kod AB i pacijenata obolelih od blagog kognitivnog oStec¢enja
(engl. mild cognitive impairment, MCI) (Gosche i saradnici, 2002), i tako ukaze na mogucu
pojavu AB. Tokom normalnog starenja dolazi do promene nivoa 24S-OHC u plazmi, pa je
taj nivo pet puta visi kod dece u prvoj dekadi zivota, nego kod ljudi koji imaju preko 50
godina (Lutjohann i saradnici, 1996). Takode je detektovan trend ka smanjenju 24S-OHC u
hipokampusu starih ljudi u poredenju sa mladim subjektima (Thelen i saradnici, 2006). U
skladu sa tim su i podaci da tokom starenja dolazi do smanjenja sinteze holesterola u
humanom hipokampusu (Thelen i saradnici, 2006).

24S-OHC i drugi oksisteroli su represori gena ukljucenih u sintezu ili preuzimanje
holesterola (Bjorkhem, 2009). Oni takode aktiviraju LXR receptore (Janowski 1 saradnici,
1996; Lehmann i saradnici, 1997) koji reguliSu razlicite gene ukljuCene u lipidnu
homeostazu (Edwards i saradnici, 2002; Repa i Mangelsdorf, 2000). 24S-OHC je prirodni
ligand X receptora jetre (Mitro i saradnici, 2007). MiSevi kojima nedostaju ovi geni
pokazuju razli¢ite defekte CNS-a tokom starenja, ukljucujuci akumulaciju lipidnih kapi u

¢elijama, proliferaciju astrocita i naruSenu organizaciju mijelinskog omotaca (Peet i
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saradnici, 1998). Takode, pokazano je da svaka izoforma ovog receptora ima razli¢it set
ciljanih gena, tako da oni mogu imati i potpuno nezavisne uloge u metabolizmu holesterola
(Peet i saradnici, 1998; Lehmann i saradnici, 1997; Edwards i saradnici, 2002).
Eksperimenti u okviru ove studije su pokazali da tokom starenja dolazi do blagog, ali
znacajnog smanjenja koli¢ine LXRa u obe analizirane strukture. Ovi podaci predstavljaju
jo§ jednu potvrdu da se razliCiti regioni mozga razli¢ito menjaju tokom starenja, u
zavisnosti od svojih metabolickih potreba.

Tokom poslednje decenije statini, grupa lekova za sniZavanje holesterola u
cirkulaciji, a samim tim i za snizavanje rizika za kardiovaskularne bolesti, privukli su dosta
paznje zbog potencijalno korisnog efekta za prevenciju AB (Hoyer i Riederer, 2007;
Fonseca i saradnici, 2010; McGuinness i Passmore, 2010). U kulturi neurona tretman
statinima smanjuje koli¢inu holesterola i promoviSe neamiloidogeni put obrade APP-a
(Shepardson 1 saradnici, 2011) Takode, ovakav tretman redukuje hiperfosforilaciju proteina
tau 1 Stiti od glutamatske ekscitotoksi¢nosti (Fan 1 saradnici, 2001; Zacco i saradnici, 2003;
Bosel i saradnici, 2005; Kojro i saradnici, 2010). U CNS-u najveca korist se oc¢ekuje od
lipofilnih statina, simvastatina i lovastatina, koji prolaze krvno-mozdanu barijeru i deluju
direktno u mozgu (Sierra i saradnici, 2011) i njihove rane, preventivne upotrebe (Siegel i
sradnici, 2008). Mehanizmi potencijalnog neuroprotektivnog efekta statina joS uvek nisu
jasni. Neki autori smatraju da statini indirektno uticu na sintezu holesterola u mozgu
snizavaju¢i nivo holesterola u plazmi (Sparks 1 saradnici, 2002), Sto ukazuje da je
smanjenje holesterola u krvi najsigurniji nafin za redukciju holesterola u mozgu, iako
ovakvo stanoviSte podrazumeva da dolazi do razmene holesterola izmedu cirkulacije i
mozga (Lutjohann i saradnici, 2002). Sa druge strane, neki autori smatraju da se efekt
statina na metabolizam holesterola u mozgu ostvaruje indirektno, na nivou zidova malih
krvnih sudova u okviru krvno-mozdane barijere (Kirsch i saradnici, 2003).

Ipak, efekti dugotrajne inhibicije neuralne biosinteze holesterola na odrzavanje i
funkcionisanje sinapsi nisu u potpunosti poznati. Uz potencijalne korisne efekte statina na
funkcionisanje centralnog nervnog sistema, opisani su i njihovi nezeljeni efekti. U nekoliko
studija je pokazano da simvastatin uzrokuje poremecaje spavanja (de Vries 1 Cohen, 1993;

Saheki i saradnici, 1994), kao i da je upotreba statina povezana sa problemima sa
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memorijom (Wagstaff i saradnici, 2003), direktno inhibirajuci dugotrajnu potencijaciju koja
se smatra markerom sinapti¢ke plasti¢nosti (Kotti i saradnici, 2006). Takode, visoke doze
simvastatina 1 pravastatina dovode do redukcije koli¢ine holesterola u korteksu (Johnson-
Anuna i saradnici, 2005), $to moZe imati Stetne posledice za rast neurona i signalnu
transdukciju.

Pored statina, spoljasnja manipulacija koja, uz efekat na metabolizam holesterola u
cirkulaciji, pokazuje uticaj i na metabolizam holesterola u mozgu je redukovani rezim
ishrane, mada su do sada dobijeni rezultati o efektima smanjenog unosa hrane na holesterol
u mozgu kontradiktorni i Sturi. Naime, eksperimenti na miSevima koji su gladovali 20 sati
su pokazali da iako gladovanje nije uticalo na sadrzaj samog holesterola u mozgu, znacajne
promene su detektovane na postskvalenskim matabolitima u biosintezi holesterola (Fon
Tacer 1 saradnici, 2010). Redukcija koli¢ine ovih metabolita pokazala je da je sinteza
holesterola u mozgu nakon gladovanja smanjena. Nivo samog holesterola je ostao
nepromenjen verovatno zbog homeostatskog mehanizma u mozgu koji ukljucuje efikasnu
iskori§¢enost holesterola (Dietschy 1 Turley, 2004). I Hayakawa i saradnici su takode
pokazali da nema razlike u nivoima holesterola u serumu 1 mozgu izmedu miSeva koji su
bili na DR i onih koji su hranjeni uobi¢ajeno (Hayakawa i saradnici, 2007). Ipak, postoje i
podaci da IF ili rezim ishrane koji podrazumeva unoSenje 60% prose¢nog dnevnog unosa
hrane, iako u manjoj meri, ipak uti¢u na koli¢inu slobodnog holesterola u mozgu (Mulas i
saradnici, 2005). Slicno DR, kratkotrajni tretman visokom dozom simvastatina i
pravastatina nema uticaja na nivo holesterola u homogenatu celog mozga. Medutim,
ovakav tretman znacajno je smanjio nivo latosterola u mozgu, ukazujué¢i na redukovanu
sintezu holesterola (Thelen i saradnici, 2006).

Nasi rezultati su pokazali da razli¢ite mozdane strukture, kao i1 u slucaju
starenja, razli¢ito reaguju i na dugotrajnu dijetalnu restrikciju. Primenjeni redukovani rezim
ishrane nije uticao na koli¢inu samog holesterola ni u korteksu, ni u hipokampusu ishrane.
Uticaj redukovanog rezima ishrane ispitivanog u ovoj studiji na metabolizam holesterola u
korteksu pacova bio je uocljiv preko smanjenog nivoa lanosterola, Sto moze ukazati da je
sinteza holesterola u korteksu pacova smanjena u uslovima redukovanog energetskog

unosa.
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Za razliku od korteksa, promene metabolizma holesterola u hipokampusu pod
delovanjem dijetalne restrikcije bile su izrazenije i mogle su se uporediti sa promenama
uofenim u serumu. Naime, u hipokampusu nije zabelezen promenjen nivo samog
holesterola, kao ni 24S-OHC, dok su lanosterol i latosterol bili znadajno redukovani,
ukazujuéi na smanjenu sintezu holesterola u hipokampusu pacova pod delovanjem
dugotrajne DR. Medutim, poput seruma, i u hipokampusu je redukovani unos hrane
uzrokovao povecan nivo dezmosterola u najstarijoj grupi zivotinja. Kao S$to je vec
napomenuto, put sinteze holesterola preko ovog prekursora je zastupljeniji u mladim
Zivotinjama, s obzirom na ¢injenicu da je dezmosterol vazan za proces mijelinizacije
(Thelen i saradnici, 2006a; Lutjohaann i saradnici, 2002). Sa druge strane, znacajno veci
nivoi dezmosterola detektovani su kod miSeva Kkoji su generisani tako da ne mogu da
sintetiSu sam holesterol. Ovi miSevi mogu da doZive adultni period sa nivoom dezmosterola
koji predstavlja 99% ukupnih sterola, sugeriSuci da ovaj holesterolaski prekursor moze da
preuzme ulogu holesterola (Wechsler 1 saradnici, 2003), uprkos ¢injenici da se biofizicke i
funkcionalne karakteristike dezmosterola znacajno razlikuju od holesterola (Vainio i
saradnici, 2006). Pored toga, u istoj grupi zivotinja detektovana je 1 povecana koncentracija
holestanola. Uzimajuci u obzir nalaze Wechsler-a i saradnika moZe se pretpostaviti da DR
preko povecanja koli¢ine dezmosterola odrzava ravnotezni odnos sa povecanim sadrzajem
holestanola i na taj nacin stiti ¢elijske membrane.

Kao §to je ranije reCeno, najznacajniji korak u regulaciji sinteze holesterola je
sinteza mevalonata koju katalizuje enzim HMGCR. Kratkotrajna regulacija ovog enzima
ostvaruje se procesima fosforilacije i defosforilacije, dok se dugotrajna regulacija postize
kontrolom sinteze i degradacije ovog enzima (Martini i saradnici, 2008). Aktivnost
HMGCR je povecana tokom starenja i u jetri i u mozgu, bez promena u koli¢ini enzima
(Pallottini i saradnici, 2003). Pokazano je da DR utice na aktivnost samo u jetri (Pallottini i
saradnici, 2003). Mehanizam Kkoji lezi u osnovi naruSene degradacije ovog proteina je
starosno-zavisni poremecaj u funkcionisanju proteazoma koji DR nije u stanju da spreci
(Pallottini i saradnici, 2004). Ipak, rezultati iz ove studije pokazuju da predloZeni rezim
redukovane ishrane redukuje nivo HMGCR u hipokampusu 1 tako verovatno na neki nacin

interferira sa proteazomskom funkcijom u mozgu.
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Mozak pokazuje mozai¢ne promena u ekspresiji proteina ApoE i pod dejstvom
spoljasnjih faktora poput dijetalne restrikcije. Tako korpus kalozum i bazalne ganglije
tokom starenja pokazuju povecanje nivoa proteina ApoE, koje je bilo donekle umanjeno
pod dejstvom DR-e, dok je naprotiv, u hipokampusu detektovan pad ekspresije iRNK za
ApoE bio intenziviran pod uticajem dijete (Morgan i saradnici, 1999). Smanjenje koli¢ine
ApoE u korteksu pacova analiziranih u naSoj studiji koji su bili podvrgnuti dijetalnoj
restrikciji odgovara smanjenoj sintezi holesterola koja je takode zabelezena u ovoj grupi
Zivotinja. Sa druge strane, povecana koli¢ina ApoE u hipokampusu najstarije grupe pacova
koji su bili na restriktivnom rezimu ishrane, bez promena u koli¢ini holesterola, moze
ukazivati da je iskoriS¢enost ve¢ postoje¢eg holesterola povecana. S obzirom na ¢injenicu
da su starenje i1 oksidativni stres koji ga prate znacajni faktori koji doprinose narusavanju i
curenju krvno-mozdane barijere (Fullerton i saradnici, 2001; Hafezi-Moghadam i saradnici,
2007), a da ApoE ima vaznu ulogu u odrZavanju integriteta krvno-moZzdane barijere
(Fullerton i saradnici, 2001) i ima antioksidativne sposobnosti (Miyata i Smith, 1996;
Lomnitski i saradnici, 1999; Ramassamy i saradnici, 2001), povecanje ApoE se moze
posmatrati i u svetlu joS jednog korisnog efekta dijetalne restrikcije. Treba ipak imati na
umu da razli¢iti rezimi ishrane razli¢ito uticu na zastupljenost ApoE u mozgu pacova.
Naime, rezultati naSe ranije studije su pokazali da restrikrivnija dijetalna restrikcija (50%
prose¢nog dnevnog unosa svakog drugog dana) dovodi do znacajnog smanjenja koli¢ine
ApoE u hipokampusu pacova soja Wistar starih 24 meseca (Perovic¢ i saradnici, 2009).

Efekat dugotrajne DR ne zastupljenost ovog receptora evidentan je samo u korteksu
ispitivanih zivotinja. Ako se zna da LXRa ima ulogu u supresiji biosinteze holesterola
(Wang 1 saradnici, 2008), ovi podaci su u skladu sa redukovanom koli¢inom enzima
HMGCR, kao i sa detektovanim smanjenjem stope sinteze holeterola u mozgu koje je jos
izraZenije u grupi Zivotinja podvrgnutih redukovanom unosu hrane.

Moze se zakljuciti da obrazac ekspresije proteina ukljucenih u metabolizam
holesterola u mozgu zavisi od rezima redukovane ishrane. Sta vie, kao §to je ranije
pokazano (Perovi¢ 1 saradnici, 2009; Mladenovi¢ Djordjevi¢ i1 saradnici, 2010), razliCiti

regioni mozga razli¢ito odgovaraju na dugotrajnu dijetalnu restrikciju.
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Poslednjih godina, hrana obogacena biljnim sterolima se sve viSe koristi za
regulaciju holesterola u cirkulaciji, dok je donekle zanemaren efekat biljnih sterola na
metabolizam holesterola u mozgu. U skladu sa ¢injenicom da je struktura biljnih sterola
veoma sli¢na strukturi holesterola, dugo smatralo se da ovi steroli ne mogu proé¢i krvno-
mozdanu barijeru i uéi u mozak. Ipak, u mozgu su detektovani fitosteroli, iako u veoma
malim koli¢inama (Yu i saradnici, 2004; Lutjohann, 2002). Pokazano je da su povecani
nivoi biljnih sterola u cirkulaciji, koji predstavljaju rezultat unosa hrane obogacene biljnim
sterolima, povezani sa pove¢anim nivoom biljnih sterola u mozgu. Prolazak fitosterola kroz
krvno-mozdanu barijeru bio je mogu¢ samo u okviru HDL partikula. Povecane
koncentracije biljnih sterola u mozgu ne utiCu znaajno na sveukupan metabolizam
holesterola u mozgu. Ipak, vazno je napomenuti da biljni steroli imaju celijsko-specifi¢ni
efekat. Naime, pokazano je da sitosterol indukuje ekspresiju ApoE u kulturi humanog
astrocitoma, ali ne i u kulturi neuroblastoma. Za razliku od ApoE, sitosterol nema efekta na
ekspresiju CYP46 (Jansen i saradnici, 2006). Sitosterol je snazniji regulator proteinske
ekspresije od holesterola, dok kampesterol ne utiCe na ApoE. Takode, poznato je da
sitosterol uti¢e na karakteristike membrana zbog nepovoljnije interakcije sa fosfolipidima u
odnosu na holesterol (Halling i Slotte, 2004). Odredivanjem koli¢ine biljnih sterola u
model-sistemu koris¢enom u ovoj studiji utvrdeno je da tokom starenja dolazi do
akumulacije fitosterola i u korteksu i u hipokampusu analiziranih laboratorijskih pacova.
Izuzetak je brasikasterol u korteksu ¢iji nivo se nije menjao kod starih Zivotinja. Povecan
sadrzaj biljnih sterola u mozgu koji stari je interesantan i zbog ¢injenice da je tokom
izvodenja eksperimenta redovnom kontrolom eksperimentalnih zivotinja utvrdeno da stare
zivotinje unose manje hrane od mladih. Dobijeni rezultati se mogu stoga posmatrati u
svetlu promene metabolizma biljnih sterola do koje dolazi tokom starenja. Povecana
koli¢ina ApoE detektovana u korteksu pacova koriS¢enih u ovoj studiji delom se moze
objasniti pove¢anom koli¢inom sitosterola u istoj strukturi.

Sto se ti¢e uticaja dijetalne restrikcije na nivo fitosterola u mozgu pacova, nasi
rezultati su pokazali da redukovani rezim ishrane tezi da odrzi koli¢inu biljnih sterola na

nivou mladih kontrolnih Zivotinja, odnosno da o¢uva metabolizam biljnih sterola.
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Veza holesterola i neurotrofina pokazana je kada je utvrdeno da neurotrofinska
signalizacija, pored prisustva liganda, zavisi i od sadrzaja holesterola u ¢elijskoj membrani
(Martin i saradnici, 2008). Pored toga, pokazano je i da je BDNF vaZan stimulus za de novo
neuronalnu sintezu holesterola (Suzuki i saradnici, 2007). Od ranije je poznato da nivo
BDNF i TrkB varira u starim pacovima u zavisnosti od soja. Tako je koli¢ina BDNF bila
povecana u hipokampusu, a smanjena u cerebralnom korteksu, hipotalamusu i strijatumu
tokom starenja pacova soja Sprague Dawley (Katoh-Semba i saradnici, 1998). Druga
studija na istom soju pacova pokazala je blago, ali statisticki znacajno smanjenje sadrzaja
BDNF u hipokampusu i hipotalamusu (Silhol i saradnici, 2005). Croll i saradnici su, sa
druge strane, u svojim eksperimentima pokazali da starenje ne uti¢e na koli¢inu BDNF u
mozgu pacova (Croll i saradnici, 1998). Pokazana je i redukcija koli¢ine receptora TrkB u
hipokampusu starih pacova (Silhol i saradnici, 2005). Eksperimenti u kojima su koris¢eni
muzjaci pacova soja Wistar pokazali su da tokom starenja dolazi do znacajnog povecanja
koli¢ine BDNF i njegove proforme, dok je kataliticki receptor TrkB bio znacajno smanjen
(Silhol i saradnici, 2007). Interesantno je napomenuti da je nivo ovog receptora, ali ne i sam
BDNF bio kao kod mladih Zivotinja kada su stari pacovi podvrgnuti treningu prostorne
memorije (Silhol i saradnici, 2007). U pacovima soja Lou/C koji predstavlja inbridovani soj
koji potice od soja Wistar, a koji se pokazao kao dobar animalni model uspesnog starenja,
jer ima duzi Zzivotni vek od vecine laboratorijskih sojeva (Alliot i saradnici, 2002),
pokazano je da se koli¢ina BDNF ne menja tokom starenja. Sta vise, kod ovih Zivotinja je
zabeleZzen nizi nivo proBDNF, kao i TrkB u poredenju sa starim pacovima soja Wistar
(Silhol 1 saradnici, 2007). Pored razli¢itih sojeva pacova koji su koriS¢eni u
eksperimentima, objaSnjenje za ove protivureénosti u dobijenim podacima moze se
potraziti 1 u razliCitim metodoloSkim pristupima koji su primenjeni u analizi koliine
neurotrofina u mozgu pacova. Analize ekspresije neurotrofina BDNF i njegovog
specificnog receptora u naSem model sistemu pokazale su da se korteks i hipokampus
razli¢ito ponasaju u datim eksperimentalnim uslovima. Naime, u korteksu laboratorijskih
pacova zabeleZena je znacajno povecana koli¢ina BDNF tokom starenja, dok je koli¢ina
katalitickog receptora TrkB bila nepromenjena tokom starenja. Medutim, koli¢ina

aktiviranog receptora bila je znaCajno manja tokom starenja. Nasuprot korteksu, u
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hipokampusu nisu zabelezene znafajne promene u koli¢ini ni BDNF, ni odgovaraju¢ih
receptora. Ovakav donekle iznenadujuéi rezultat moze biti objaSnjen biohemijskim
modifikacijama receptora (glikacijom, karbonilacijom...), Sto sa metodoloSkog aspekta
moze spreciti prepoznavanje receptora od strane antitela, a sa fizioloskog od strane liganda
(Silhol i saradnici, 2007), Sto za krajnju posledicu moze imati smanjenu signalnu
transdukciju BDNF u mozgu.

Postoji tesna korelacija izmedu spoljasnjih faktora ili odredenih fizioloskih situacija
(starenje, stres, deprivacija hrane, fizi¢ka aktivnost) i ekspresije BDNF (Tapia-Arancibia i
saradnici, 2004). Tako je pokazano da dijetalna restrikcija indukuje ekspresiju BDNF u
dentatnom girusu (Lee i saradnici, 2000, 2002; Gomez-Pinilla i saradnici, 2008). Mladi
pacovi soja Sprague-Dawley koji su bili na intermitentnom reZzimu ishrane imali su
petostruko povecanje nivoa BDNF u celom hipokampusu u odnosu na starosne kontrole
hranjene AL (Duan i saradnici, 2001; Lee i saradnici, 2000). Nasuprot tom rezultatu, studija
iz 2005.godine na hibridnim pacovima F344 x BN (Newton i saradnici, 2005) pokazala je
da DR nije uticala na koli¢inu BDNF u hipokampusu mladih pacova. U istoj studiji
povecanje koli¢ine BDNF od 8-10% zabelezeno je u sredovecnim i starim pacovima
podvrgnutim DR, ali samo u CA1 regionu hipokampusa. Takode je poznato da razli¢iti
protokoli redukovane ishrane razli¢ito uti¢u na ispitivane parametre i procese (Newton i
saradnici, 2005). Rezultati dobijeni u ovoj studiji pokazali su uticaj DR na zastupljenost
BDNF samo u korteksu ispitivanih pacova. Treba napomenuti da je primenjeni restriktivni
reZzim ishrane u naSoj studiji na razli¢ite nacine uticao na koli¢inu BDNF u zavisnosti od
starosti zivotinja. DR je takode uticala na zastupljenost fosforilisanog receptora u grupi
Zivotinja starih 12 meseci i to tako Sto je delovala suprotno starosno-zavisnom smanjenju
koli¢ine aktiviranog receptora. Ovakav rezultat bi se, u svetlu ranije navedenih
biohemijskih promena receptora tokom starenja, mogao objasniti kao potencijalno korisni
efekat redukovanog unosa hrane u cilju ocuvanja signalne transdukcije pokrenute BDNF.

Jedan od mehanizama kojim lipidi doprinose znacajnom prezivljavanju neurona
tokom starenja je preko promena u organizaciji lipidnih ostrvca koji sluze kao platforme za
aktivnost brojnih receptora preZivljavanja i u neuronima i u neneuronalnim c¢elijama

(Paratcha i saradnici, 2002; Martin i saradnici, 2009). Izuzetak nije ni ¢elijska signalizacija
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posredovana BDNF-om. Tokom razvi¢a, neurotrofinski receptor TrkB je aktiviran
vezivanjem BDNF-a u procesu koji je neophodan za prezivljavanje, diferencijaciju i rast
posebnih tipova neurona (Reichardt, 2006). U zrelom nervnom sistemu, put BDNF-TrkB je
vazan za modulaciju neuronskih veza i plasti¢nosti zavisne od aktivnosti (engl. activity-
dependent plasticity), a ne za prezivljavanje (Conover i saradnici, 1997; Blum i Konnerth,
2005). lako nema sumnje da je BDNF glavni modulator aktivnosti receptora TrkB, postoje
dokazi koji ukazuju da lipidne promene mogu da pojacaju aktivnost ovog receptora
nezavisno od liganda tokom sazrevanja i starenja neurona, tako da je blagi gubitak
holesterola koji se deSava kod starih hipokampalnih neurona povezan sa povecanom
fosforilacijim/aktivacijom TrkB in vivo i in vitro (Martin i saradnici, 2008). Postojanje
direktne veze izmedu gubitka holesterola i aktivacije receptora TrkB je podrZana
opaZanjima da blaga redukcija holesterola u membranama olakSava aktivaciju TrkB u
mladim hipokampalnim neuronima u kulturi, dok dodavanje holesterola starim ¢elijama
spreCava aktivaciju receptora (Martin i saradnici, 2008). lako spekulativna u ovom
trenutku, promena sadrzaja holesterola do koje dolazi tokom starenja moze da poveca
signalni potencijal receptora preko indukcije grupisanja receptora u "novim” lipidnim
splavovima starih neurona, i kao posledicu dovede do pojacane dimerizacije i fosforilacije.
Rezultati naSe studije pokazali su da tokom starenja dolazi do povecanje sadrzaja
holesterola u korteksu analiziranih zivotinja. Ovo povecanje holesterola moglo bi, analogno
rezultatima Martina i saradnika (Martin i saradnici, 2008) biti povezano sa smanjenom
fosforilacijom/aktivacijom receptora, ¢ak i u uslovima povecane koli¢ine samog liganda.
Naime, povecana koli¢ina holesterola mogla bi da dovede do rearanzmana lipidnih ostrvaca
na nacin koji bi uzrokovao smanjenu interakciju liganda i receptora i posledi¢no uzrokovao
smanjenu signalnu transdukciju. Ipak, treba napomenuti da su za ovakav zakljucak potrebni
dodatni eksperimenti, kako in vitro, tako i in vivo.

Ova studija imala je za cilj izu¢avanje matabolizma holesterola u mozgu kao jednog
od aspekata sinapticke plasti¢nosti. Holesterol je, kao §to je ve¢ napomenuto, neophodan za
funkcionisanje CNS-a u celini, a naro€ito je vazan za funkcionisanje sinapsi i sinapti¢ku
transmisiju. Korteks i hipokampus su regioni mozga najodgovorniji za procese ucenja i

pamcenja, i kao takvi su veoma osetljivi na starenje i oStecenja koje starenje izaziva.
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Rezultati dobijeni u ovoj studiji su joS jedna potvrda da korteks i hipokampus ne pokazuju
uniformne promene tokom starenja, verovatno zbog razli¢itih adaptivnih mehanizama i
metabolickih zahteva. Takode, ove mozdane strukture pokazuju i razli¢it kapacitet da se na
njih deluje spoljasnjim manipulacijama, kakva je dugotrajna dijetalna restrikcija. Naime,
ova studija je pokazala da se na metabolizam holesterola u mozgu moze delovati
redukovanom ishranom koja je u svojoj osnovi intermitentna. Ovakav rezim ishrane
ispoljio je potencijal da redukuje sintezu holesterola u mozgu, ne uticu¢i na koli¢inu samog
holesterola, §to obezbeduje dovoljno holesterola za optimalno funkcionisanje centralnog
nervnog sistema. Rezultati dobijeni u ovoj studiji ukazuju da je hipokampus, iako neznatno
korisno dejstvo koje se ostvaaruje kroz povecanu antioksidativnu za$titu u starom mozgu
preko povecane koli¢ine ApoE. Do sada su se svi pokuSaji da se utiCe na metabolizam
holesterola u mozgu svodili na upotrebu medikamenata, koji su pored Zeljenih korisnih
rezultata ispoljili i niz sporednih efekata koji su se pokazali Stetnim za CNS. Rezultati
dobijeni u ovoj studiji ukazali su na moguénost primene dijetalne restrikcije kao alternative
statinima. Dugotrajna dijetalna restrikcija zapoceta joS u ranijem Zivotnom dobu predstavlja
neagresivan tretman bez Stetnih sporednih efekata koji moZe povoljno uticati na
metabolizam holesterola u mozgu. Pored toga, sticanjem zdravih navika u ishrani stvara

osnov za zdravije starenje manjom incidencom hroni¢nih i neurodegenerativnih bolesti.
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6. ZAKLJUCCI

Rezultati prikazani u okviru ove doktorske disertacije su ukazali na specifi¢ne promene
u metabolizmu holesterola tokom starenja u korteksu i hipokampusu pacova kao i na efekat
koji na ove promene ispoljava primenjena dugotrajna dijetalna restrikcija. Na osnovu

dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Dugotrajna dijetalna restrikcija tokom starenja spreava starosno-zavisno povecanje
telesne tezine.
2. U serumu dugotrajna dijetalna restrikcija tokom starenja:
- uzrokuje povecanje nivoa kortikosterona bez obzira na starost Zivotinja;
- pojacava efekat starenja na smanjenje koncentracije glukoze i insulina;
- odrZava poZzeljan lipidni profil, odnosno smanjuje holsterol, LDL i trigliceride, a
povecava HDL;
- deluje sinergisticki sa starenjem povecavajuci kolic¢inu holesterolskog prekursora
dezmosterola;
- sprecava starosno-zavisnu akumulaciju biljnih sterola.
Ove promene podrzavaju koncept delovanje dijetalne restrikcije preko tzv.
"glukokortikoidnog paradoksa™ i ukazuju na pozitivno delovanje dijetalne resrtikcije

preko odrZavanja povoljnog biohemijskog profila u serumu.

3. Tokom starenja i pod delovanjem dugotrajne dijetalne restrikcije zapazene su
promene na nivou proteina uklju¢enih u sintezu (HMGCR), transport (ApoE),
katabolizam (CYP46) i regulaciju (LXRa) holesterola:

- tokom starenja dolazi do smanjenja koli¢ine proteina HMGCR 1 LXRa, a do
povecanja nivoa ApoE u korteksu. Dijatalna restrikcija uzrokuje smanjenje nivoa
proteina ApoE i LXRa u odnosu na starosne kontrole;

- U hipokampusu tokom starenja dolazi do smanjenja ekspresije proteina HMGCR,
CYP46 1 LXRa. U grupi zivotinja starih 24 meseca koje su bile podvrgnute

dijetalnoj restrikciji doslo je do povecanja nivoa proteina ApoE.
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. Ni starenje, ni redukovana ishrana ne uti¢u na neuron-specificnu ekspresiju proteina

CYP46, enzima odgovornog za katabolizam holesterola u mozgu. Povreda mozga

uzrokuje atipi¢nu ekspresiju ovog proteina u astrocitima i ¢elijama mikroglije

ukazujuéi na vaznu ulogu ovog enzima u uspostvaljanju nove homeostaze
holesterola u okolini oste¢enog tkiva.

Tokom starenja i pod delovanjem dugotrajne dijetalne restrikcije zapazene su

promene na nivou sterola u mozgu :

- starenje dovodi do povecanja sadrZaja holesterola u korteksu. Stopa sinteze
holesterola je smanjena tokom starenja, dok se katabolizam, odreden preko nivoa
24S-OHC ne menja. Koli¢ina holestanola je povecana tokom starenja, bez obzira
na rezim ishrane;

- starenje ne utiCe na koli¢inu holesterola u hipokampusu, kao ni na njegov
katabolizam. Stopa sinteze holesterola tokom starenja bila je smanjena.
Primenjeni restriktivni rezim ishrane dodatno smanjuje stopu sinteze holesterola,
ne uti¢u¢i na njegovu zastupljenost. Tokom starenja dolazi i do povecanja nivoa
holestanola, bez obzira na rezim ishrane;

- U svim starosnim grupama dezmosterol je znatno zastupljeniji u hipokampusu
nego u korteksu:

- tokom starenja se zapaza akumulacija ispitivanih biljnih sterola u korteksu i
hipokampusu, dok dijetalna restrikcija deluje suprotno starenju, smanjujuci

njihove koli¢ine u odnosu na starosne kontrole.

Efekat starenja i dugotrajne dijetalne restrikcije na zastupljenost BDNF-a, ukupnog
i fosforilisanog TrkB receptora je izraZeniji u korteksu nego u hipokampusu. U
korteksu je tokom starenja poveé¢an nivo BDNF-a, a smanjen nivo pTrkB. Dijetalna
restrikcija uzrokuje dodatno povecanje nivoa BDNF-a u grupi 12m starih Zivotinja,
a smanjenje u najstarijoj grupi zivotinja u odnosu na starosnu kontrolu, dok je
pTrkB u 12m starim Zivotinjama na nivou detektovanom kod 3m starih kontrolnih
Zivotinja. Ekspresija ukupnog TrkB receptora nije se menjala u ispitivanim

uslovima. Jedina promena koja je detektovana u hipokampusu je povecanje
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ekspresije BDNF-a u grupi 12m meseci starih zivotinja koje su bile podvrgnute

restriktivnom rezimu ishrane.

Sumiranjem dobijenih rezultata moze se zakljuciti da starenje i dugotrajna dijetalna
restrikcija uzrokuju razli¢ite promene u metabolizmu holesterola u korteksu i hipokampusu.
Najvece promene uocene su na nivou prekursora holesterola, ukazujuéi na smanjenu stopu
sinteze holesterola, dok eliminacija holesterola iz mozga odredena njegovim katabolitom,
24S-OHC, nije bila promenjena pod datim eksperimentalnim uslovima. Rezultati ove
studije pokazali su kapacitet dugotrajne dijetalne restrikcije da uti¢e na metabolizam
holesterola u mozgu smanjujuc¢i njegovu sintezu, pri ¢emu koli¢ina holesterola ostaje
nepromenjena, na taj nacin ukazujuci na jo$ jedan od mehanizama pozitivnog delovanja
dijetalne restrikcije. Ovi rezultati su znacajni i sa aspekta potencijalnog koriséenja
redukovane ishrane kao alternative Sirko primenjivanim antilipidemicima statinima Kkoji

smanjujuci koli¢inu holesterola u mozgu narausavaju sinapti¢ku plasti¢nost.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

NoTtnucaHu-a Kocapa Cmurbanuh
Opoj nHaekca no060042
UsjaBrbyjem

aa je OOKTOPCKa ,u,mcepTau,Mja noag HacnoBoMm

YTuuaj ctapewa v AyrotpajHe AujetanHe pecTpukumje Ha metabonusam
xornectepona y npeaxwem MO3ry nauosa

e pe3yntat CoOnCTBEeHOr UCTpaKnBa4Kkor paaa,

e [a npegnoxeHa guceprtauuja y LENVHU HM Yy AenoBuMa Huje buna npeasnioxeHa
3a gobujakbe GMNO koje OunnoMe npema CTyAujCKMM nporpamuma gpyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBEAEHWU U

e [a HMCaM Kpwuo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTENeKTyamnHy CBOjuHY
Apyrux nuua.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Bbeorpagay, 01.06.2012.




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUTaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje [OKTOPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa Kocapa Cmurbanuh

Bbpoj nigekca 0060042

Ctyamjcku nporpam MonekynapHa 6uonoruja

HacrnoB paga __ YTuuaj ctapewa 1 gyrotpajHe auvjetanHe pectpukumje Ha

mMeTabonuaam xonecTtepona y npeaHsem Mo3ry nauosa

MeHTOp ap Cenma KaHasup n gp bato Kopah

MoTnucanw/a Kocapa CmunrbaHuh

UsjaBreyjeMm fa je wtamnaHa Bepsvja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEp3uju Kojy caM npegao/na 3a objaBrbuBawe Ha noprtany  AurutanHor
peno3utopujyma YHuBepauteta y beorpaay.

[o3BorbaBam ga ce objaBe MOjM NMUYHM Nogaum Be3aHW 3a Aobujake akagemcKor
3Bakba JOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy uMe 1 npesnme, roguHa n mecto pohewa 1 gatym
onbpaHe paga.

OBn nuyHM nogaun Mory ce o06jaBUTM Ha MpEXHMM CTpaHuuama aurutanHe
6mbnnoTteke, y eNnekKTpoHCKOM KaTanory u 'y nybnmkauvjama YHusep3auteta y beorpagy.

MoTtnuc pokropaHaa

Y beorpagay, 01.06.2012.




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,Csetoszap Mapkosuh® ga y AdurntantHm
penosntopmjym YHusepauTeTa y bBeorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtaumjy nopg
HacnoBoOM:

YTuuaj ctapewa u gyroTpajHe gujetanHe pecTpukumje Ha metabonusam
xonecteponay npeawem Mo3ry nauoBa

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

OucepTtaumnjy ca caum npunosnma npefao/na cam y enekTpoHCKoM popmaTy norogHoMm
3a TpajHO apxMBMparE.

Mojy OOKTOpCKy aucepTaumjy noxpaweHy y urntanHm penosnmtopujym YHueepsnTeTa
y beorpagy mory na kopucte CBwW Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy caM ce ogny4duno/na.

1. AytopcTtBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUUjanHo

3. AyTopcTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjanHoO — AENUTK Nnog UCTMM yCcnoBuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AennTn nog UCTUM yCrioBmMma

(MonumMo [a 3aoKpyxuTe camo jedHy Of LecCT MOHyheHuX nuueHuu, kpaTak onmc
nuueHum gart je Ha nonehuHmn nucra).

MoTtnuc pokTopaHaa

Y Beorpagay, 01.06.2012.




1. AytopcTBo - [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTpMOyLM)y M jaBHO caonwiTaBare
Aena, v npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HaduMH ogpefneH oA cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nuvueHue, Yak un y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja o CBUX
nvueHun.

2. AyTtopcTBO — HekoMmepuujanHo. [Jo3sorbaBate yMHOXaBawe, ANCTPUBYLMjy 1 jaBHO
caonwTasawe ferna, u npepage, ako ce HaseJe Ume aytopa Ha HauvH oppeheH of
cTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOrbaBa KomepuwujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOpCcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe,
auctpmbyuurjy 1M jaBHO caonwitaBake fena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa WAu
ynoTpebe fgena y cCBOM [eny, ako Ce HaBede Mme ayTtopa Ha HadvH ogpeheH of
CTpaHe ayTtopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOSbaBa KoMepuwmjanHy
ynoTtpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM fMLEHLOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehun o61M npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOopCTBO - HeEKoMepuujanHo — [enuTu nog MctuMm ycrioBuma. [lo3sorbaBarte
yMHOXaBake, AMcTpnbyumjy 1 jaBHO caonwTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeae
nmMe aytopa Ha HaudvH oapeheH of cTpaHe ayTopa unv AasBaoua NULEHLE M ako ce
npepaga auctpubyvpa nog MCTOM wnM cnudHoM nuueHuoMm. OBa nuueHua He
Ao3BorbaBa komepuwujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBate yMHOXaBake, OUCTPUBYLM)y U jaBHO
caonwTaBare gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa Unm ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HayuH oapeheH of CcTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa KoMepuujanHy ynotpedy aena.

6. AyTopcTBO - [JenuTM nog WCTMM  ycnoeBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakse,
AMCTPUOYLMjy 1 jaBHO caonLuTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha
HauMH ofpeheH o CcTpaHe ayTopa MNM JaBaoua fUUEHUe M ako ce npepaja
auctpubympa nog MCTOM WM cnvyHOM nuueHuoMm. OBa nuueHua [o3BorbaBa
komepumjanHy ynotpeby fgena v npepaga. CnuyHa je cogTBEpPCKMM nuLeHuama,
OOHOCHO N1LEeHLaMa OTBOPEHOT koaa.
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