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Predgovor

Uspostaviti tradiciju je mnogo teZe nego realizovati inicijativu. Pokazalo se da je prvi broj tematskog
zbornika Trendovi u molekularnoj biologiji 1 pobudio interesovanje nau¢ne zajednice u Srbiji, tako da
drugi broj nije bilo tesko sastaviti. Broj poglavlja u tematskom zborniku Trendovi u molekularnoj biologiji 2
je premasio ocekivanja. Kao da je Tematski zbornik simboli¢no postao - Ko je ko u molekularnoj biologiji u
Srbiji. | ponovo se pokazalo da se naucnici u nasoj zemlji bave aktuelnim istraziva¢kim temama i aktivno
doprinose napretku molekularne biologije na mnogim poljima. | mladi molekularni biolozi su prikazom
svojih doktorskih teza pokazali da prate svetske trendove i savremene naucne pristupe.

Posebnost ovog broja je $to se objavljuje u vreme kada obelezavamo jubilej, pedesetogodisnjicu Beo-
gradske Skole molekularne biologije, o ¢emu svedoci tekst u kome je prikazan put razvoja programa za mo-
lekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Pre viSe godina na jednom nau¢nom skupu se govorilo o tome kako saznanja iz molekularne biologije
prozimaju sve naucne oblasti koje se bave Zivim organizmima i kako se moze predvideti da ¢e njena primena
obeleZiti novi vek. Iz auditorijuma je stigao komentar:,Proci ¢e i vase”. Vreme svedodi da je era molekularne

biologije tek pocela.

| $ta éemo sad?”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Drugi broj tematskog zbornika ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” predstavlja nastavak prikazivanja
i objavljivanja najznacajnijih nau¢nih radova proisteklih iz doktorskih disertacija mladih nauc¢nika Srbije,
kao i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih u svetu u oblasti molekularne biologije, u protekloj godini,
u kojima su nasi nau¢nici dali svoj doprinos. U ovom broju, prikazano je 18 nau¢nih radova, od kojih je 12 iz
oblasti biomedicine, koji su posveéeni rezultatima ostvarenim u oblasti molekularne biologije retkih bolesti,
tumora i centralnog nervnog sistema. Ovi rezultati su od ogromnog znacaja za unapredenje dijagnostike i
terapije bolesti.

Rezultati koje su nasi naucnici ostvarili u oblasti molekularne biologije biljaka prikazani su kroz tri rada,
a akcenat u njima je na mogucnosti primene tih rezultata u oblasti ekologije, hortikulture i unapredenja
zdravlja ljudi (potraga za ekoloski prihvatljivim bioherbicidima, modifikacija boje cveta, bioloska aktivnost
prirodnih supstanci).

Dva rada su posvecena naprednim metodama u oblasti molekularne biologije i prikazana su u poseb-
nom poglavlju, sto smatram veoma vaznim.

Posebno bih istakla poglavlje u kojem je prikazan jedan od najznacajnijih naucnih rezultata u svetu u
protekloj godini (otkice receptora za temperaturu i dodir), za koji je dodeljena Nobelova nagrada za
fiziologiju i medicinu 2021. godine. Uvodno poglavlje ovog tematskog zbornika posveceno je znacajnom
jubileju — pedesetogodisnjici Beogradske skole molekularne biologije, i u njemu je prikazan razvojni put
studijskog programa Molekularna biologija i fiziologija na Univerzitetu u Beogradu - Bioloskom fakultetu.

Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” nastavlja svoju misiju nau¢ne avangarde za-
pocetu proslogodisnjim brojem. Prikazivanjem najkvalitetnijih i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih
u oblasti molekularne biologije u protekloj godini u kojima su nasi mladi nau¢nici dali svoj ogromni dopri-
nos, prenose se informacije Sirem krugu istraZivaca i zaposlenih u razlic¢itim oblastima (medicina, farmacija,
poljoprivreda), ¢ime se otvaraju mogucnosti za saradnju, a samim tim za primenu rezultata, kao i za nova
istrazivanja.

Svojom koncepcijom i odabirom radova ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ prate napredak u oblasti
molekularne biologije i ne samo da prenose najznacajnije nauc¢ne rezultate, vec i inspirisu i podsti¢u nova
istraZivanja i Sire interesovanje za ovu veoma znacajnu naucnu oblast. Ovaj zbornik opravdava svoj naziv i
nadam se da ¢e se nastaviti trend njegovog objavljivanja i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Monografija/Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ je drugi broj u nizu izdanja koje ima
za cilj da prikaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u
prethodnoj godini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 8 predstavlja revijske radove proizasle iz doktorskih
disertacija mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti moleku-
larne biologije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 7 poglavlja su prikazi aktuelnih
tema iz molekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je
posveceno jubileju, pedesetogodisnjici Beogradske Skole molekularne biologije, u kome je prikazan put
razvoja programa za molekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Posebno je znaca-
jno poglavlje u kome je prikazan doprinos nasih istraZivaca u oblasti kojoj je dodeljena Nobelova nagrada
iz medicine za 2021. godinu (receptori za temperaturu i dodir).

Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno veliki. Danas su u klini¢koj
praksi u svetu mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno je znaca-
jno Sto je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujudi i velikim naporima molekularnih bio-
loga u nasoj zemlji. Ovaj Tematski zbornik je svedocanstvo o znacajnim postignu¢ima molekularnih biologa
u Srbiji koji su doneli napredak nasoj medicini i drugim nauénim oblastima.

Monografija/Zbornik je izuzetno zanimljivo koncipiran sa sadrzajem koji je na visokom nau¢nom nivou
bez molekularne biologije. Primeri primenljivosti rezultata istrazivanja u praksi (medicinskoj i drugima) je
poseban kvalitet ovog Zbornika.

Prvi broj Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1“ je doziveo veliko interesovanje. In-
teresovanje autora da objave svoj doprinos svetskoj nauci u broju 2 govori da je ovakav sadrzaj bio neopho-
dan nasoj nau¢noj javnosti. Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buduénost, jer je
napredak medicine i drugih oblasti (biotehnologija, poljoprivreda, farmacija) nemoguce zamisliti bez novih
dostignu¢a molekularne biologije

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovié, redovni profesor,
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ sadrzi nau¢ne rezultate koji su prepoznati na
svetskom nivou, a koje su istrazivaci iz Srbije ostvarili u prethodnoj godini iz ove oblasti. Zbornik je sacinjen
od 18 poglavlja, preglednih radova, grupisanih u pet celina. Prva celina je posveéena vaznom jubileju,
pedesetogodisnjici osnivanja Beogradske skole molekularne biologije na Bioloskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, dok druga sadrzi prikaz rezultata nasih istrazivaca iz oblasti fiziologije i medicine za koju je u
2021. godini dodeljena Nobelova nagrada. Najvedi broj poglavlja je u okviru treée celine koja se bavi bio-
medicinom i to molekularnom biologijom retkih bolesti, tumora i centralnog nervnog sistema. Preostale
dve celine su posvecene molekularnoj biologiji biljaka i naprednim metodama molekularne biologije. Vazno
je istaci da su mladi doktori nauka aktivno ucestvovali u izradi ovog Zbornika, tako da 8 poglavlja u okviru
biomedicine i molekularne biologije biljaka predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk. Najpre, ve¢ drugu godinu za redom se objavljuju najrelevantnija
saznanja iz navedenih oblasti koja su proizasla iz rada istrazivaca iz Srbije i dostupna su $iroj javnosti na
maternjem jeziku. Takode, svoje radove su napisali istrazivaci iz razli¢itih naucnih instituta (5) i fakulteta (5)
iz Srbije, $to ohrabruje da ¢e se u nasoj zemlji i dalje nastaviti sa istrazivanjima u molekularnoj biologiji koja
su aktuelna u svetu.

~Trendovi u molekularnoj biologiji 2 je Tematski zbornik u kome su objedinjeni rezultati fundamental-
nih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji u prethodnoj godini.
Kori$¢enjem najnovijih metodoloskih pristupa u ovoj oblasti, ali i bioinformatickih i drugih softverskih alata,
postignut je znacajan napredak u dijagnozi i primeni novih strategija leCenja mnogih bolesti, forenzickim
analizama, razvoju novih lekova. Ovaj sveobuhvatni prikaz istraZivanja, koja se aktivno sprovode u nau¢nim
institutima i na fakultetima u Srbiji, doprinosi saznanjima o znacaju koji molekularna biologija ima kako u
humanoj i veterinarskoj medicini, poljoprivredi, farmaciji, tako i u razvoju biotehnologije, o¢uvanju zivotne
sredine i biodiverziteta.

Poseban doprinos Zbornika se ogleda u tome $to se u njemu nalaze aktuelni podaci o dostupnosti
navedenih savremenih metodologija, ¢ime se otvaraju realne mogucnosti za uspostavljanje novih saradniji
medu istrazivac¢ima, kao i u uspostavljanju inter- i multi-disciplinarnosti i daljem razvoju nauke u Srbiji.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu



Ekspresija i funkcija insulina u centralnom nervnom sistemu
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Apstrakt

Nakon njegovog otkri¢a poc¢etkom dvadesetog veka, dugo je smatrano da se insulin iskljucivo sinte-
tiSe u pankreasu i da u centralni nervni sistem (CNS) dospeva prolaskom kroz krvno-mozdanu barijeru.
Medutim, razvojem molekularno-bioloskih metoda potvrdeno je prisustvo iRNK za preporoinsulin, samog
(prepro)insulina, kao i C-peptida u nekim regionima mozga. Time je viSestruko potvrdeno da se insulin,
osim u pankreasu, sintetise i u CNS. Nakon otkri¢a da se i receptor za insulin eksprimira u CNS, ispitivanja
su bila usmerena ka upoznavanju dejstva ovog hormona u mozgu. Pokazano je da je, izmedu ostalog,
ukljucen u kontrolu apetita, regulaciji reprodukcije, ali i procesa vezanih za ucenje i konsolidaciju memo-
rije. Takode je utvrdeno da su poremecaji dejstva insulina u CNS povezani sa razvojem nekih neurodege-
nerativnih bolesti.

lako je vec¢ina pomenutih efekata prvobitno pripisana insulinu koji iz sistemske cirkulacije dospeva u
CNS, sve vise se dizajniraju studije koje su orijentisane isklju¢ivo ka upoznavaju funkcije insulina koji na-
staje u mozgu. Do sada je pokazano da se produkcija insulina u hipotalamusu smanjuje tokom stresnih si-
tuacija, 5to se negativno odrazava na sintezu hormona rasta u adenohipofizi i njegovu sekreciju u sistemsku
cirkulaciju. Nasuprot tome, pokazano je da kratkotrajno gladovanje povecava ekspresiju insulina u ne-
uronima istog mozdanog regiona ali i da ovaj fenomen nije povezan sa povec¢anjem stope ugradnje glu-
koznih transportera u ¢elijsku membranu, niti sinteze glikogena u astrocitima. Bi¢e potrebno sprovesti
dodatne studije kako bi se u ve¢oj meri upoznala uloga insulina koji nastaje unutar CNS.

Kljucne reci: insulin, centralni nervni sistem, gladovanje, insulinska signalizacija, hipotalamus
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Insulin expression and action in the central nervous system
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Abstract

After being discovered in the early twentieth century, insulin was long considered to be exclusively
produced in the B-pancreatic cells. Therefore the presence of this hormone in the central nervous system
(CNS) was accounted for solely by its transport across the blood-brain barrier. However, owing to the advan-
ces in molecular biological techniques, it was established that the preproinsulin mRNA, the (pre)prounsulin
peptide and C-peptide were also present in the CNS parenchyma. These findings unequivocally proved
that, in addition to the pancreas, insulin was also produced in the CNS. After discovery that the insulin re-
ceptor was also expressed in the brain, numerous studies aimed to discover the insulin actions within the
CNS. It was found that insulin was involved in the control of appetite, reproduction, learning and memory
consolidation. Moreover, it was confirmed that the impairment of insulin signaling within the certain brain
regions was associated with various neurodegenerative disorders. Although these effects were initially as-
signed to the action of the insulin transported from the circulation into the CNS, more studies were desi-
gned to uncover the roles of insulin produced in the CNS. It has been shown so far that stress decreases
hypothalamic insulin production which subsequently results in the decreased growth hormone produc-
tion and its secretion form adenohypophysis. Furthermore, short-term fasting increased hypothalamic in-
sulin expression in rats, albeit this phenomenon did not result in either increased glucose uptake nor
glycogen production in this brain region. More studies are needed to fully elucidate the role of the cen-
trally produced insulin.

Keywords: insulin, central nervous system, fasting, insulin signaling, hypothalamus



Uvod

Insulin je polipepdini hormon koji se sintetiSe u 3-¢elijama Langerhansovih ostrvaca pankreasa. Ot-
krili su ga Banting i Best 1922. godine [1] koji su na pankreaektomisanim psima pokazali da intravenozna ad-
ministracija ekstrakta pankreasa snizava koncetraciju glukoze u krvi i urinu [1,2]. Oni su u svojim beleskama
ovaj ekstrakt nazvali,isletin“[2]. Postojanje supstance poreklom iz pankreasa koja snizava koncetraciju glu-
koze u krvi pretpostavljeno je mnogo godina ranije, a ime ,insulin” (latinski: insula, ostrvo), koje su kasnije
prihvatili i Bantig i Best, predlozio je Jean de Meyer 1909. godine, a nezavisno i engleski fiziolog Edward Al-
bert Sharpey-Schafer 1910. godine [2,3].

Nakon otkri¢a insulina, prvobitna istrazivanja bila su uglavnom usmerana ka njegovoj primeni u le-
¢enju dijabetesa, ali vremenom se prosirivalo i znanje o njegovoj strukturi i dejstvima. Osnovna funkcija in-
sulina je regulacija perifernog glukoznog metabolizma. Insulin stimulise skeletne misi¢e i masno tkivo da
preuzimaju glukozu iz krvne plazme i stimuli$e sintezu glikogena, proteina i masti u ¢elijama jetre, misic¢a i
masnog tkiva. Pored toga, regulaciju perifernog glukoznog metabolizma insulin vrsi i posredno, delujuci
na odgovarajuce centre u hipotalamusu ¢ime suprimira apetit i glukoneogenezu u jetri, odnosno, regulise
energetsku homeostazu. Danas znamo da insulin ostvaruje i brojne druge uloge u centralnom nervnom si-
stemu (CNS), kao sto su regulacija reprodukcije, u¢enja i fromiranje memorije, a poremecaji dejstva insulina
u CNS povezani su sa razvojem nekih neurodegenerativnih poremecaja, kao sto je Alchajmerova bolest.

Kontrola sinteze i sekrecije insulina

Insulin se, kao i svi polipeptidni hormoni, sintetise u formi neaktivnog preprohormona, koji se na-
ziva preproinsulin i izgraden je od 110 amino-kiselina. U endoplazmati¢nom retikulumu se sa preproinsu-
lina iseca signalna sekvenca usled ¢ega nastaje proinsulin. Potom se formiraju i tri disulfidne veze, koje
molekulu proinsulina daju karakteristi¢cnu konformaciju. Nakon toga u Goldzijevom aparatu proinsulin se pa-
kuje u vezikule, a unutar njih se delovanjem enzima prohormon konvertaze iseca sredisnji deo molekula, tzv.
C-peptid, ¢ime nastaje nastaje “zreli” insulin sastavljen od 51 amino-kiselinskog ostatka. Nakon stimulacije
B-celija pankreasa, egzocitozom se insulin i C-peptid sekretuju u sistemsku cirkulaciju. Glavni stimulus za sin-
tezu i sekreciju insulina je povisena koncentracija glukoze u krvi, ali i drugi faktori mogu uticati na njegovu
sekreciju. Povecana koncentracija amino-kiselina i akutno povecanje koncentracije slobodnih masnih kise-
lina u krvi nakon obroka stimulisu oslobadanje ovog hormona. Takode, gastrointestinalni hormoni, gluka-
gonu sli¢an peptid-1 (GLP-1) i glukozno-zavistan insulinotropni polipeptid (GIP), tzv. inkretini, znacajno
povecavaju sekreciju insulina. Nasuprot tome, tokom stresnih situacija ili povecane fizi¢ke aktivnosti, usled
povecane simpaticke stimulacije srzi nadbubreznih Zlezda povecava se sekrecija adrenalina koji inhibira iz-
lu¢ivanje insulina. Takode, 6-Celije pankreasa sekretuju somatostatin koji deluje parakrino i suprimira se-
kreciju insulina (detaljnije opisano u [4]).

Poreklo insulina u centralnom nervnom sistemu

Prvobitno je smatrano da insulin svoje efekte ostvaruje isklju¢ivo na periferna tkiva i da je CNS ne-
osetljiv na dejstvo insulina. Medutim, u eksperimentu koji su izveli Margolis i Altszuler 1967. godine na psima
(koji su prethodno podvrgnuti 18-20 ¢asovnom gladovanju) pokazano je da se nakon intravenozne admi-
nistracije insulina njegova koncetracija u cerebrospinalnoj te¢nosti (CST) povecava [5]. U ovoj studiji prvi put
je demonstrirano dainsulin prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru (KMB). Pored toga, ustanovljeno je da kon-
centracija insulina u CST ne raste proporcionalno porastu koncentracije insulina u krvi, ukazujuci na to da
se njegov transport kroz KMB ne odvija pasivhom difuzijom, ve¢ da postoji transportni sistem koji podleze
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saturaciji [5]. Baura i saradnici su na psima potvrdili da pri suprafizioloskim koncentracijama insulina u krvi
(i pri vestacki odrzavanoj euglikemiji), transport insulina kroz KMB dostize plato [6], dok su Banks i saradnici
na misevima pokazali je doza insulina potrebna za saturaciju niza od doze koja izaziva hipoglikemiju [7].
Prisustvo insulina u CST detektovano je i kod drugih vrsta, uklju¢ujuci pacova, zeca, majmuna i ¢oveka [8].
Kasnije je utvrdeno da se insulin transportuje kroz KMB receptor-posredovanom transcitozom (Slika 1) [9].
Naime, endotelne celije kapilara koji ulaze u sastav KMB, kao i ependimske celije poseduju insulinske re-
ceptore (IR) koji u¢estvuju u njegovom transportu iz krvne plazme u CNS. Insulin se vezuje za IR na lumina-
Inom regionu membrane endotelnih Celija, nastali kompleks se internalizuje, nakon ¢ega se insulin otpusta
sa antiluminalne strane u intersticijum uz minimalnu degradaciju [8-11]. U kulturi endotelnih ¢elija izolo-
vanih iz krvnih sudova mozga pokazano je da je u pitanju dvosmerni transport, posredovan IR i lipidnim raf-
tom koji ne uklju¢uje aktivaciju fosfatidilinozitol-3 kinaze (eng. phosphoinositide-3-kinase - PI3K) i
ekstracelijskim signalima regulisane kinaze (eng. extracellular signal-regulated kinase - ERK) [11].

Transport insulina preko krvno-mozdane barijere

astrocitno pericit -

endotelna
celija

e o ® @ |nsulin
lumen kapilara

Sinteza | sekrecija Insulina u neursnu

Slika 1. Insulin u centralnom nervnom sistemu. Insulin sintetisan u pankreasu se izlucuje u sitemsku cirkulaciju iz koje se transportuje preko krvno-mozdane
barijere receptor-posredovanom transcitozom. Pored toga, insulin se sintetiSe u neuronima. IR - insulinski receptor; ER - endoplazmaticni retikulum.



KMB u razli¢itim mozdanim regionima ima razli¢itu propustljivost za insulin. Najpermeabilniji regioni su
u sklopu mozdanog mosta, produzene mozdine i hipotalamusa (posebno eminencija medijana), manje per-
meabilan je potilja¢ni region mozdane kore, dok se talamus i srednji mozak smatraju nepropustljivim za in-
sulin [12]. Stopa transporta insulina kroz KMB smanjuje se sa starenjem organizma, usled gojaznosti, kao i
u slu¢aju nekih neurodegenerativnih oboljenja ako $to je Alchajmerove bolesti [13]. Takode, na smanjenje
stope transporta utice i ishrana bogata mastima [11], kortikosteroidi [14] i gladovanje [15].

Krajem sedamdesetih godina pojavila su se istaZivanja u kojima je insulin detektovan ne samo u
CST veci u parenhimu mozdanog tkiva i tada se javila ideja o njegovoj sintezi u CNS. Prva studija, uradena
1978. godine od strane Havrankove i saradnika pokazala je prisustvo insulina u razli¢itim mozdanim regio-
nima ad libitum hranjenih Sprague-Dawley pacova [16]. S obzirom da su izmerene koncetracije insulina u
mozgu bile veée nego u crikulaciji, autori ove studije su pretpostavili da dolazi do sinteze insulina u CNS
[16]. Svoju hipotezu dodatno su potvrdili kada su na gojaznim i dijabeti¢nim pacovima pokazali da kon-
centracija insulina u mozgu ne zavisi od njegove koncentracije na periferiji [17]. Naime, uprkos hipoinsuli-
nemiji kod pacova kojima je dijabetes izazvan streptozotocinom ili hiperinsulinemije kod gojaznih pacova,
nisu zabeleZzene promene koncetracije insulina u mozgu [17].

Dorn i saradnici su potvrdili prisustvo insulina u mozgu Wistar pacova [18,19], ali u znatno manjoj kolicini
nego u mozgu C57BlksJ) miseva [19]. Objasnjenje razlike u kolicini insulina detektovang u mozgu pacova u ovoj
i studiji koju je izvela Havrankova, mozda lezi u tome $to je analiza radena na razli¢itim sojevima. Medutim, u
druge dve studije radene na Sprague-Dawley [20] i Wistar [21] pacovima zabeleZena je niska koncentracija in-
sulina u mozgu, znac¢ajno manja nego u plazmi [20,21]. Razli¢ite koncetracije insulina u opisanim studijama
mogu biti posledica koris¢enja razlic¢itih metoda za merenje. Osim kod pacova, insulin je detektovan i u mozgu
kornjace, zabe i Coveka gde je pokazano da medu vrstama postoji razlika u njegovoj kolic¢ini [22]. Kod glodara,
najveca koncentracija insulina detektovana je u hipotalamusu [16,19,21] i olfaktornim bulbusima [16,21].

Ideja o sintezi insulina u CNS bila je dugo osporavana zbog Cinjenice da je njegovo prisustvo detekto-
vano radioimunoloskim i imunohistohemijskim metodama, odnosno, na nivou proteina [16,17], ili zbog de-
tekcije veoma niskih koncentracija ovog hormona [20,21]. Njegovo prisustvo u endotelnim ¢elijama krvnih
sudova i ependimskim ¢eljama koje okruzuju mozdane komore inicijalno je pripisivano transportu iz krvi ili
CST [23]. Baskin i saradnici su injecirali radioaktivno obelezeni insulin u lateralne mozdane komore i zabe-
leZili njegovo preuzimanje u hipotalamusu, najpre u ependimskim ¢éelijama, a nakon 30 minuta i u peri-
ventrikularnom (PeV) jedru, eminenciji medijani i dorzomedijalnom hipotalamusu [24], dodatno ukazujudi
na ¢injenicu da je prisustvo insulina u hipotalamusu posledica njegovog transporta iz CST [21,24].

Medutim, prisustvo insulina u citoplazmi Celijskih tela i dendrita ukazivalo je na moguénost njegove
sinteze u ovim celijama [25,26]. Pored toga, u prilog ideji o produkciji insulina u CNS isla su i istrazivanja
koja su pokazala prisustvo C-peptida u istim nervnim celijama u kojima je detektovan i insulin [25,26]. C-pep-
tid, kao sastavni deo proinsulina, skladisti se i sekretuje zajedno sa insulinom i stoga predstavlja marker nje-
gove biosinteze [25,27]. Takode, dodatna potvrda da se sinteza insulina odvija u nervnim ¢elijama bila su i
istrazivanja u kojima je prisustvo insulina pokazano u kulturi mozdanih ¢elija pacova [28,29] i misa [30]. Do-
datno je demonstrirano i da u kulturi neurona sekrecija insulina moze biti indukovana hemijskom depola-
rizacijom celijske membrane [31].

Prvobitno iRNK za insulin nije bila detektovana u mozgu adultnih Sprague-Dawley pacova Northern
blot metodom [32]. Medutim, nekoliko godina kasnije Young je uspeo primenom in situ hibridizacije da de-
tektuje iRNK za insulin u mozgu na istom animalnom modelu [33]. Kasnije je prisustvo iRNK za preproinsu-
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lin 1i2 detektovano i u mozgu embriona misa i pacova [34], ali i prisustvo iRNK za insulin 2 u neonatalnom
i adultnom mozdanom tkivu pacova [35]. Pacovi i miSevi imaju dva gena za insulin: Ins1 koji se eksprimira u
[3-¢elijama pankreasa i Ins2 koji je prisutan i u ostalim tkivima [34,36]. Razvojem molekularno-bioloskih me-
toda, nizale su se studije koje su potvrdivale ekspresiju insulina u CNS. Do danas, insulin je detektovan na
nivou proteina (imunohistohemijskim, RIA ili HPLC metodama) u mozdanom tkivu [16-19,22,25,37-44] i
kulturi nervnih ¢elija [28-31,45,46], na nivou iRNK (Northern blot, RT-PCR, real-time RT-gPCR, in situ hibridiza-
cija) [33-36,38,47-52], a pokazana je aktivnost promotora Ins2 gena karakteristi¢nih za -Celije pankreasa
u mozgu miseva [53,54] i pacova [55]. Ekspresija insulina zabelezena je u razli¢itim mozdanim regionima
kao $to su hipotalamus [38,47], korteks velikog mozga [36], hipokampus [36,51] i olfaktorni bulbusi [51]. U
okviru hipotalamusa insulin je detektovan u neuronima periventrikularnog [33,38] i paraventrikularnog
jedra (PVN) [47]. Prisustvo insulina zabeleZeno je u neuronima, ali ne i u glijskim ¢elijama [38,45,47]. Pored
toga, insulin je prisutan i u ependimskim ¢elijama koje okruzuju mozdane komore [23,38,47], tanicitama
[23], ¢elijama horoidnog pleksusa [52] i endotelnim ¢elijama krvnih sudova. Sve navedene studije potvr-
duju postojanje de novo sinteze insulina u CNS, ali njegova uloga je idalje slabo istrazena.

Funkcije insulina u centralnom nervnom sistemu

Nakon otkri¢a insulinskog receptora u mozgu [56], doslo je do ekspanzije studija koje analiziraju funkciju
insulina u CNS. Objavljen je veliki broj radova u kojima je insulin injeciran intravenozno (iv) ili intracerebroven-
trikularno (icv) kako bi se saznalo koje efekte ostvaruje u CNS. Veliki doprinos u razumevanju dejstva insulina u
mozgu dale su i mnogobrojne novije studije u kojima je administracija insulina obavljana intranazalno.

Najvise ispitivana uloga insulina je regulacija apetita. Pokazano je da injeciranje insulina u mozdane
komore dovodi do smanjenja unosa hrane i posledi¢no do smanjenja telesne mase [57,58]. Insulin svoje
anoreksigeno dejstvo ostvaruje preko svojih receptora u hipotalamusu, gde inhibira NPY/AgRP neurone
[59,60], dok POMC/CART neurone aktivira [61]. U neuronima hipotalamusa koji koeksprimiraju IR i POMC za-
belezeno da icv administracija insulina dovodi do povecanja ekspresije iRNK za POMC, a da primena anta-
gonista melanokortina moze spreciti anoreksigene efekte insulina. Ovo ukazuje da insulin svoja dejstva
ostvaruje preko melanokortinskog sistema [62]. Sa druge strane, selektivna delecija IR u neuronima ima ore-
ksigene efekte, odnosno dovodi do hiperfagije, gojaznosti i insulinske rezistencije perifernih efektora insu-
lina [63].

Pored regulacije apetita, insulin vezivanjem za svoje receptore u hipotalamusu suprimira glukoneoge-
nezu u jetri [64] i moduliSe nivo simpaticke stimulacije masnog tkiva. Drugim re¢ima, svojim dejstvom u hi-
potalamusu insulin indirektno inhibira lipolizu i promovise lipogenezu, ¢ime se ujedno smanjuje i
dostupnost supstrata za glukoneogenezu u jetri, Cime se dodatno suprimira hepati¢na produkcija glukoze
[65,66]. Regulacijom energetske homeostaze insulin indirektno utice i na reprodukciju koja je energetski
izuzetno zahtevan proces [13]. Kod Zenki miseva delecija IR u neuronima pored pojave gojaznosti, remeti se-
kreciju luteiniziraju¢eg hormona i smanjuje fertilnost [67,68].

Cinjenica da pacijenti sa dijabetesom tip 1 i 2 imaju poteskoce sa u¢enjam, oslabljenu memoriju i ko-
gnitivne funkcije ukazuje na potencijalnu ulogu insulina u ovim procesima. U prilog ovoj hipotezi ide i Ci-
njenica da je veliki broj IR detektovan u hipokampusu, mozdanoj strukturi koja ima ulogu u procesima ucenja
i pamcenja [13,69]. Pored toga, kod Alchajmerove bolesti narusena je aktivnost insulina u mozgu, a njegova
intranazalna administracija poboljsava kognitivne performanse, paznju i paméenje kod pacijenata sa ovom
bolesti [69]. Mehanizam kojim insulin uti¢e na memoriju moze biti posredno preko regulacije preuzimanja
glukoze koja je neuronima naophodna za ove energetski zahtevne procese [13]. Zaista, pokazano je da in-



sulin u hipokampusu stimulise translokaciju GLUT4 u ¢elijsku membranu i povecava preuzimanje glukoze
[70]. Sa druge strane, insulin modulide sinapticku aktivnost i na taj nacin uti¢e na procese formiranja me-
morije [13].

lako je veliki broj studija ispitivao dejstvo periferno sintetisanog ili egzogenog insulina u CNS, malo-
brojne su one koje su ispitivale iskljucivo funkciju insulina sintetisanog u mozgu. Postoji vise razloga za to.
Jedan od njih je $to su dugo vodene debate oko porekla insulina u CNS. Osim toga, iako je njegova ekspre-
sija u CNS potvrdena na vise nacina, u vidu iRNK, proteina insulina, C-peptida, koli¢ina insulina koji se sin-
tetiSe u mozgu je mala. Na kraju, tesko je razdvojiti efekte periferno sintetisanog insulina koji kroz KMB
dospeva u CNSiinsulina sintetisanog u CNS.

Kada se sve uzme u obzir, jasno je da je bilo tesko dizajnirati studiju u kojoj bi se mogla prouciti funk-
cija iskljucivo insulina sintetisanog u mozgu. Kako bi se eliminisali efekti periferno sintetisanog insulina,
prva istrazvanja funkcije mozdanog insulina vrdena su in vitro. U kulturi neurona fetusa pacova, gajenih u me-
dijumu koji ne sadrzi insulin, pokazano je da oni sintetisu iRNK za preproinsulin 1 i preproinsulin 2 i da en-
dogeno sintetisani insulin promovise distribuciju neurofilamenata u aksonu i rast neurita [71] i diferencijaciju
neurona [72]. Ovi procesi posredovani su aktivacijom MAPK, ali ne i PI3K/AKT signalnog puta [71,73].

lako su ove studije omogucile razumevanje nekih procesa u koje je endogeno sintetisani insulin uklju-
¢en, ovakav pristup ima odredenih nedostataka i ne daje potpuni odgovor na pitanje koja je funkcija insu-
lina sintetisanog u mozgu. Zahvaljujuci razvoju molekularno-bioloskih metoda, a posebno zahvaljujudi
razvoju misjeg modela u kojem je deletiran gen Ins2 u mozgu, pojavile su se studije koje su dodatno potv-
dile de novo sintezu insulina u mozgu, ali i omogucile ispitivanje njegove uloge [47]. Potvrdeno je da se u
mozgu eksprimira samo Ins2 iRNK, i to u malim koli¢inama, ali znacajno ve¢im od pozadinskog Suma zabe-
lezenog kod Ins2” miseva [36].

S obzirom da je koli¢ina insulina koji se sintetise u mozgu mala, misevi sa delecijom Ins2 u fizioloskim
uslovima ne ispoljavaju znacajne patoloske promene koje bi mogle ukazati na funkciju ovog molekula
[36,74]. Na osnovu toga moze se pretpostaviti da je uloga insulina produkovanog u mozgu u nekim finim
modulacijama aktivnosti CNS i lokalnog karaktera, te da se nedostatak /ns2 moze primetiti tek u slucaje-
vima narusene homeostaze. Upravo u takvim uslovima, nakon izlaganja stresu, Lee i saradnici su ustanovili
da insulin sintetisan u PVN hipotalmusa igra vaznu ulogu u regulaciji sinteze i sekrecije hormona rasta (HR)
[47]. U normalnim fizioloskim uslovima, u parvocelularnim neuronima PVN sintetiSe se insulin koji aksona-
Inim transportom dospeva do eminencije medijane, gde se sekretuje u hipotalamo-hipofizni portni krvo-
tok kojim se transportuje do svojih receptora na membrani celija adenohipofize u kojima posredstvom
PI3K/AKT signalnog puta regulise sintezu i sekreciju HR [47]. Medutim, smanjenje ekspresije Ins2 iRNK u PVN
tokom stresa dovodi do smanjenja iRNK za HR u adenohipofizi, i sledstvenog smanjenja koncentracije ovog
hormona u krvnoj plazmi [47]. Kod juvenilnih miSeva, u uslovima hroni¢nog stresa, supresija sinteze insu-
lina u PVN dovodi do usporavanja rasta zbog smanjane proizvodnje HR [47].

U nasoj studiji je, u stanju narusene energetske homeostaze uzrokovane SestoCasovnim gladovanjem
(nakon prekonoénog gladovanja) zabelezeno povecanje ekspresije insulina u PeV hipotalamusa muzjaka pa-
cova [38]. Povecanje ekspresije insulina detektovano je ne samo RIA metodom i imunohistohemijski (po-
mocu antitela za proinsulin), ve¢ i primenom RT-gPCR [38]. S obzirom na poznato anoreksigeno dejstvo
insulina, oCekivano je da tokom gladovanja dode do smanjenja njegove koncentracije i u krvi i u hipotala-
musu, $to se desava u slu¢aju dugotrajnijeg gladovanja, ali ne i Sesto¢asovnog [75]. Ovo neocekivano saznanje
nametnulo je pitanje adaptivhog znacaja gladovanjem izazvanog povecanja ekspresije insulina u PeV.

161



S obzirom na to da gladovanije predstavlja stanje narusene energetske homeostaze, najpre je ispitivana
uloga ovog insulina u regulaciji glukoznog metabolizma [76]. lako se smatra da je glukozni metabolizam u
mozgu nezavisan od dejstva insulina [77], prisustvo dve insulin-zavisne forme glukoznih transportera: GLUT4
i GLUT8 [78] i njihova kolokalizacija sa IR [79] ukazuju da insulin moZze uticati na glukozni metabolizam u CNS.
Zaista, nakon icv administracije, insulin u neuronima hipokampusa stimulise translokaciju GLUT4 iz cito-
plazme u Celijsku membranu posredstvom PI3K/AKT signalnog puta [70]. Pored toga, osetljivost glukoznih
transportera na insulin moZe se menjati u odredenim okolnostima. Na primer, tokom mirovanja insulin sti-
mulise translokaciju GLUT4, dok se tokom povecane fizicke aktivnosti njegova ugradnja u ¢elijsku mem-
branu skleteno-misi¢nih ¢elija odvija nezavisno od dejstva insulina [80]. Nakon Sesto¢asovnog gladovanja,
pored povecanja ekspresije insulina, u PeV je zabelezena i aktivacija IR [76], $to ukazuje da centralno sinte-
tisani insulin svoje dejstvo u ovom sluc¢aju ostvaruje parakrino. Medutim, u PeV nije zabelezena koekspre-
sija aktivne forme IR ni sa jednim od Cetiri najzastupljenije izoforme glukoznih transportera (GLUT1, 2, 3,i4)
u mozgu [76]. To dalje ukazuje da insulin produkovan u PeV tokom kratkotrajnog gladovanja nema ulogu
u kontroli membranskog transporta glukoze u hipotalmusu.

Insulin je poznat i po svojoj ulozi u stimulaciji sinteze glikogena [81,82], koji i u mozgu predstavlja vazan
izvor energije, a sintetise se i skladisti iskljuc¢ivo u astrocitima [83]. lako je pokazano da insulin u mozdanim
Celijama stimulise sintezu glikogena i in vitro [84] i in vivo [85], nakon kratkotrajnog gladovanja u hipotala-
musu nisu zabeleZene ni promene u kolicini niti u regionalnoj distribuciji glikogena [76], na osnovu Cega je
zaklju€eno da insulin sintetisan u ovom mozdanom regionu tokom kratkotrajnog gladovanja nema ulogu
u sintezi glikogena.

U skladu sa ovim rezultatima, pokazano je da u hipotalamusu kratkotrajno izgladnjivanih pacova ne
dolazi do aktivacije PI3K/AKT signalnog puta za koji se zna da indukuje preuzimanje glukoze i sintezu gli-
kogena [86]. Sta vise, fosforilacija AKT na serinu 473 bila je smanjena, kao i u drugim studijama koje su ispi-
tivale uticaj gladovanja na insulinski signalni put [87,88], ukazujuci i da se modulacija AKT tokom gladovanja
vrsi posredstvom nekih drugih molekula. Sa druge strane, Sesto¢asovno gladovanje u hipotalamusu pove-
¢ava aktivaciju ERK [86], za koji je pokazano da u mozgu modulise ekspresiju gena uklju¢enih u sinapticku
plasti¢nost i ¢elijsku diferencijaciju [71,73,89], te se mozZe pretpostaviti da de novo sintetisan insulin ima
ulogu u nekom od ovih procesa. Uzimajuci u obzir da se fenomen povecanja ekspresije insulina u PeV tokom
kratkotrajnog gladovanja desava kod muzjaka [38] ali ne i kod Zenki (nepublikovani podaci) i da je u litera-
turi poznato da postoje polno-specifi¢ne razlike u gradi i funkciji ovog jedra [90,91], mozZe se pretpostaviti
i da je njegova uloga mozda u modulaciji reproduktivne funkcije. Medutim, za potpuno razumevanje funk-
cije centralno produkovanog insulina tokom kratkotrajnog gladovanja, u buduénosti bi bilo potrebno ura-
diti dodatne analize na Zivotinjama kojima je Ins2 gen u neuronima PeV deletiran i analizirati signalne
molekule nishodno od ERK.

Zakljucak

Od otkrica insulina do danas napravljen je veliki iskorak prvenstveno u upoznavanju faktora koji kon-
troliSu njegovu sintezu i sekreciju iz 3-¢elija pankreasa. Detaljno su okarakterisani i tkivni odgovori koje in-
za svoj receptor aktivira u pomenutim efektorima. Osim toga, opisan je i mehanizam transporta insulina
kroz krvno-mozdanu barijeru. Razvojem molekularno-bioloskih metoda u poslednjih nekoliko decenija ne-
dvosmisleno je potvrdeno da se sinteza insulina, osim u pankreasu, odvija i u CNS. Identifikovani su regioni
mozga, kao i tipovi Celija u kojima se eksprimira gen za insulin. Medutim, ono 3to ostaje predmet intenzi-



vnih istrazivanja jeste adaptivni znacaj sinteze insulina u CNS. Neophodno je ispitati da li je re¢ o procesu
koji se desava konstitutivno ili samo pod specifi¢nim okolnostima. Narocito je vazno detaljnije upoznati
ulogu insulina u CNS, kao i razdvojiti dejstva insulina koji u mozak dospeva kroz krvno-moZzdanu barijeru,
od onog koji je lokalno sintetisan u CNS.
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