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Uticaj reZima smanjenog unosa hrane razli¢itog trajanja na ponasanje i mTOR signalni put u
kori velikog mozga i hipokampusu muzjaka i Zenki Wistar pacova tokom starenja

Sazetak

Starenje je slozen bioloski proces pracen postepenim gubitkom fizoloskih funkcija i
promenama u strukturi i funkciji svih sistema, pa i nervnog. Kao jedna od najefikasnijih intervencija
u produzenju zivotnog veka i odlaganju starosno zavisnih promena se pokazala dijetalna restrikcija
(DR), definisana kao smanjenje kalorijskog unosa bez pothranjenosti. Medutim, o uticaju koji ima
starost organizma i duzina trajanja DR na korisne efekte po kojima je DR poznata, se malo zna.

U ovoj studiji ispitan je uticaj 40% DR razli¢itog trajanja i pocetka na promene telesne mase,
prezivljavanje, krhkost, ponaSanje, ekspresiju dopaminskih receptora i mTOR signalizaciju kod
muzjaka i zenki Wistar pacova. Kod 18-mese¢nih zenki, DR je smanjila smrtnost, poboljsala
memoriju i smanjila anksiozno ponasanje, bez obzira na to da li je zapoceta u ranom ili kasnom
periodu Zivota, dok je kod starih Zenki efekat zavisio od trenutka otpo€injanja DR. Kod muZzjaka, DR
je povecala prezivljavanje 1 smanjila krhkost, ali nije poboljsala memoriju, dok je anksioznost bila
povecéana u svim grupama. Ekspresija proteina mTOR signalnog puta se menjala u zavisnosti od pola,
starosti organizma 1 duZune trajanja DR. Rezultati isticu klju¢nu ulogu pola i vremena otpocinjanja
DR. Iako rezultati potvrduju da je DR moc¢na strategija za zdravo starenje negativni efekti kasno
zapocete DR naglaSavaju vaznost definisanja optimalnog vremenskog okvira za uvodenje DR,
ukazujuéi na potrebu za personalizovanim pristupom u u intervencijama za odlaganje starosnih
promena.

Kljuéne reci: Dijetalna restrikcija, starenje, krhkost, ponasanje, anksioznost, memorija, mTOR,
dopaminski receptori

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Neurobiologija, Animalna i humana fiziologija



The effect of a restricted feeding regimen of different duration on behavior and the mTOR
signaling pathway in the cortex and hippocampus of aging male and female Wistar rats

Abstract

Aging is a complex biological process characterized by a gradual loss of physiological
functions accompanied with changes in the structure and function of all systems, including the
nervous system. Dietary restriction (DR), defined as a reduction in caloric intake without
malnutrition, has proven to be one of the most effective interventions for extending lifespan and
delaying age-related changes. However, data are lacking on how the onset and duration of DR, as
well as sex, influence its beneficial effects.

This study examined the effects of 40% DR of various duration and onset on body weight,
survival, frailty, behavior, dopamine receptor expression, and mTOR signaling in male and female
Wistar rats. In 18-month-old females, DR reduced mortality, improved memory, and decreased
anxiety-related behavior, regardless of whether it was initiated early or late in life, while the effect in
older females depended on the timing of when DR was initiated. In males, DR increased survival and
reduced frailty, but did not improve memory, whereas anxiety was heightened in all groups. The
expression of proteins in the mTOR signaling pathway varied depending on sex, age, and the duration
of DR.

The results highlight the critical roles of sex and the timing of DR initiation. Although the
findings confirm that DR is a powerful strategy for healthy aging, the negative effects of late-started
DR emphasize the importance of defining an optimal timeframe for implementing DR, indicating the
need for a personalized approach in interventions aimed at delaying age-related changes.

Key words: Dietary restriction, aging, frailty, behavior, anxiety, memory, mTOR, dopamine
receptors

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Neurobiology, Animal and human physiology



LISTA SKRACENICA

4E-BP (engl. elF4E binding protein) - eIF4E vezujuéi protein

AB - Alchajmerova bolest

ADF (engl. alternate-day fasting) - rezim gladovanja svaki drugi dan
AL (lat. ad libitum)- slobodno, po volji

AMP (engl. adenosine monophosphate) - adenozin monofosfat

AMPA (engl. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) - a-amino-3-hidroksi-5-
metil-4-izoksazolpropionska kiselina

AMPK (engl. AMP-activated protein kinase) - AMP aktivirana protein kinaza
APP (engl. Amyloid precursor protein) - prekursor amiloidnog proteina

APS (engl. Ammonium persulfate) - amonijum persulfat

ARC (engl. activity-regulated cytoskeleton-associated protein)

ATG (engl. autophagy related) - (geni) ukljuceni u proces autofagije

ATP (engl. adenosine triphosphate) - adenozim trifosfat

BCA (engl. bicinchoninic acid) - bicinhoninska kiselina

BDNF (engl. brain-derived neurotrophic factor) - neurotrofinski faktor mozga
BMI (engl. body mass index) - indeks telesne mase

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

CALERIE studija (engl. Comprehensive Assessment of Long-term Effects of Reducing Intake of
Energy) — studija sveobuhvatne procene dugoro¢nih efekata smanjenja unosa energije

CaMKII (engl. calcium/calmodulin-stimulated protein kinase 1) - kalcijum/kalmodulin zavisha
protein kinaza Il

CAMP (engl. cyclic adenosine monophosphate) - cikli¢ni adenozin monofosfat

CBG (engl. Corticosteroid-Binding Globulin) - kortikosteron-vezujuci globulin

CR (engl. calorie restriction) - kalorijska restrikcija

CREB (engl. cAMP response element-binding protein)

D1R (engl. Dopamine receptor D1) - dopaminski receptor D1

D2R (engl. Dopamine receptor D2) - dopaminski receptor D2

DASH (engl. Dietary Approaches to Stop Hypertension) - Dijetalni rezim za hipertenziju
ddH20 - dejonizovana i demineralizovana voda

DEPC (engl. diethyl pyrocarbonate) - dietil-polikarbonat

DEPTOR (engl. DEP domain-containing mTOR-interacting protein)



DI (engl. discrimination index) - indeks diskriminacije

DMSO (engl. Dimethyl sulfoxide) - dimetil sulfoksid

DR (engl. dietary restriction) - dijetalna restrikcija

E2 - 17p-estradiol

EDTA (engl. ethylenediaminetetraacetic acid) - etilen diamin tetra-siréetna kiselina

Egr-1 (engl. eaarly growth response 1) - protein odgovora na rani faktor rasta

EGTA — (engl. ethylene glycol tetraacetic acid) - Etilen Glikol- tetrasiréetna kiselina
elF4E (engl. Eukaryotic translation initiation factor) - faktor incijacije translacije eukariota
ER (engl. exploration ratio) - odnos istrazivanja

ERK (engl. extracellular signal-regulated kinase) - ekstracelularnim signalom regulisana kinaza
FI (engl. frailty index) - indeks krhkosti

FoXO (engl. foxhead box O, FoXO)

GABA (engl. Gamma-aminobutyric acid) - gama-aminobuterna kiselina

GAP43 (engl. Growth-Associated Protein 43) — protein 43 povezan sa rastom

GATOR1 (engl. GTPase-activating protein (GAP) activity toward Rag 1)

GPx (engl. glutathione peroxidase) - glutation peroksidaza

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

HHA osovina (engl. hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis) - hipotalamo-hipofizno-adrenalna
osovina

IF (engl: intermittent fasting) - intermitentno gladovanje

IGF-1 (engl. Insulin-like growth factor 1) - insulinu sli¢an faktor rasta
IGF-1R - receptor IGF-1

IL-18 - interleukinl8

IL-1B - interleukin-1beta

IL-6 - interleukin-6

IRNK (engl. Messenger RNA, mMRNA) - informaciona RNK

IRS-1 (engl. insulin receptor substrate 1) - supstrat insulinskog receptora
JNK - (engl. c-Jun N-terminal kinase)

KDM (engl. Klemera—Doubal method) - Klemera-Doubal metoda
KDNK (engl. complementary DNA, cDNA) - komplementarna DNK
KODR - kasno otpoceta dijetalna restrikcija

LC3 (engl. microtubule-associated protein 1 light chain 3) - Laki lanac 3 proteina 1 povezan sa
mikrotubulama

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



LTD (engl. long-term depression) - dugotrajna depresija

LTP (engl. long-term potentiation) - dugotrajna potencijacija

MAP2 (engl. microtubule-associated protein 2) — protein 2 povezan sa mikrotubulama
MAPK (engl. mitogen activated protein kinase) - kinaza mitogen aktivirajuceg proteina
mdDA (engl. mesodiencephalic dopaminergic neurons) - dopaminski neuroni srednjeg mozga

MIND (engl. Mediterranean dietary approach to systolic hypertension diet intervention for
neurodegenerative delay) - mediteranski rezim ishrane za tretman hipertenzije i odlaganje
neurodegenerativnih oStecenja

mLST8 (engl. mTOR Associated Protein, LST8 Homolog)
Mn-SOD (engl. manganese superoxide dismutase) - mangan superoksid dismutaza

MTOR (engl. mammalian/mechanistic target of rapamycin) - meta rapamicina kod
sisara/mehanicka meta rapamicina

MTORC1 (engl. mTOR complex 1) - mTOR kompleks 1

mTORC2 (engl. mTOR complex 2) - mTOR kompleks 2

Nac (lat. nucleus accumbens) - akumbens

NAD" (engl. Nicotinamide adenine dinucleotide) — nikotinamid adenin dinukleotid
NCAM1 (engl. Neural Cell Adhesion Molecule 1) - molekul adhezije neuronskih ¢elija

NF- kB (engl. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)- nuklearni faktor
kapa- pojacivac lakog lanca aktiviranih B ¢elija

NGF (engl. Nerve growth factor) - faktor rasta nerava

NIA (engl. National Institute on Aging) - Nacionalni institut za istrazivanje starenja

NMDA (engl. N-methyl-D-aspartate) - N-metil-D-aspartatat

Nrf2 (engl. nuclear factor erythroid 2- related factor 2)

p70 S6K (engl. ribosomal protein S6 kinase beta-1) - ribozomalna protein S6 kinaza

PB - Parkinsonova bolest

PDK1 (engl: 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1) - protein kinaza-1 zavisna od PI3K

PGC-1a (engl. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1) — gama
koaktivator 1-alfa receptora

PI13K (engl. Phosphoinositide 3-kinase) — fosfatidilinozitol 3-kinaza

PIP2 (engl. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) - fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat
PIP3 (engl. phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate) - fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat
PKB/AKkt - protein kinaza B

PKCo/p (engl. Protein kinase C alpha/beta) - protein kinaza C alfa/beta

PR - proteinska restrikcija

PRAS40 (engl. proline-rich Akt substrate of 40 kDa)



PSD-95 (engl. Postsynaptic density protein 95)

gPCR (engl. quantitative real-time Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, (RT-PCR)) -
Kvantitativni RT-PCR u realnom vremenu

RAPTOR (engl. regulatory-associated protein of mTOR)

RCF (engl. relative centrifugal force, RCF) — relativna centrifugalna sila

Rheb (engl. RAS homolog enriched in brain) - Ras homolog obogaéen u mozgu
RICTOR (engl. rapamycin-insensitive companion of mTOR)

RIPA pufer (engl. Radioimmunoprecipitation assay buffer)

RODR - rano otpoceta dijetalna restrikcija

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

SAB (engl. Spontaneous alterations) - spontane alteracije

SDS-PAGE (engl. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) — Elektroforeza na
Natrijum dodecil sulfat poliakrilamidnim gelovima

SGK1 (engl. serum/glucocorticoid regulated kinase 1)

SIRT1 sirtuin 1

SIRT3 —sirtuin 3

SNc (lat. substantia nigra pars compacta) - crna supstanca srednjeg mozga

SOD2 — superoksid dismutaza 2

TBST - Tris-Tween 20 pufer

TEMED - (engl. Tetramethylethylenediamine) - tetrametiletilendiamin

TFEB (engl. transcription factor EB) - transkripcioni faktor EB

TLR (engl. Toll-like receptor, TLR) - toli¢ni receptor

TNF-a (engl. Tumor necrosis factor-alpha) - faktor nekroze tumora-alfa

TNO (engl. Toxicology and Nutrition Institute) - Institutu za toksikologiju i ishranu
TRF (engl. time-restricted feeding) konzumiranje hrane ograni¢eno na odredeno vreme
TSC1/2 - (engl. Tuberous sclerosis complex 1/2)

ULKZ1 (engl: Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1)

VPS34 (engl: vesicular protein sorting 34)

VTA (engl. ventral tegmental area) - ventralni pokrov

WNPRC (engl. Wisconsin National Primate Research Center) - Nacionalni centar za istraZivanje
primata u Viskonsinu

a-Syn (engl. a-Synuclein) - alfa-sinuklein
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1. UVOD

1.1. Starenje

Tokom prethodnog veka prosecan zivotni vek ljudi produzio se za 15 godina u zemljama sa
niskim prose¢nim prihodima, a za 30 godina u razvijenim zemljama (Park i Reuter-Lorenz, 2009).
Obilje hrane smanjilo je stopu mortaliteta i morbiditeta, kao i pothranjenosti §to je, u kombinaciji sa
napretkom sistema zdravstvene zastite i nege, dovelo do produzetka Zivota. Globalno se povecava
zastupljenost starijih osoba u opstoj populaciji i smatra se da ¢e populacija starijih od 65 godina Ciniti
viSe od 28% ukupne populacije do 2050. godine (ourworldindata.org). Medutim, sa produzenjem
zivotnog veka povecava se i broj hroni¢nih, starosno pridruzenih bolesti, a potreba za razumevanjem
mehanizama starenja i razvijanja odgovarajucih terapeutskih pristupa sve je izrazenija.

Starenje je kompleksan bioloski proces koji pogada sve organizme, a manifestuje se kao
vremenski-zavistan, postepeni gubitak fizioloskih funkcija neophodnih za prezivljavanje (Pal i Tyler,
2016).

Smatra se da osnovu procesa starenja predstavlja nagomilavanje oSte¢enja na ¢elijskom nivou
tokom vremena (Kirkwood, 2005). U skladu sa time, Lopez-Otin i saradnici (Lopez-Otin i sar., 2013)
predlozili su 9 karakteristika procesa starenja. lako je koncept sa 9 karakteristika starenja nasiroko
prihvacen i citiran, u skladu sa novim saznanjima iz prethodne decenije ova lista je dopunjena, te je
2023. godine predlozeno 11 karakteristika starenja (Slika 1.1) (L6pez-Otin i sar., 2023):

1. Nestabilnost genoma, koja se ogleda u nagomilavanju osteCenja genetickog materijala
(jedarne i mitohondrijske DNK), kao i narusavanju jedarne arhitekture;

2. Skradivanje telomera, usled odsustva telomeraze u somatskim celijama i sledstvenog
gubitka sekvenci telomera na krajevima hromozoma tokom svake ¢elijske deobe, koja vodi u
replikativnu senescenciju (starenje ¢elije) ili apoptozu (Eelijsku smrt);

3. Epigeneticke promene, uslovljene alternativnom acetilacijom ili metilacijom DNK, histona
ili drugih proteina hromatina i remodelovanjem hromatina;

4. Poremecaj proteostaze slabljenjem mehanizama kontrole savijanja (engl. folding) proteina i
degradacije nepravilno savijenih proteina koji dovode do agregacije nepravilnih proteinskih
formi 1 sledstveno starosno zavisnih patoloskih promena;

5. Poremecaj makroautofagije koji rezultuje smanjenom efikasnoS¢u degradacije i/ili
recikliranja ¢elijskih makromolekula, organela i patogena;

6. Promenjena osetljivost na hranljive materije zbog deregulacije insulinskog signalnog puta
koji se aktivira u odgovoru na prisustvo glukoze, mTOR (engl. mammalian target of
rapamycin / mechanistic target of rapamycin, mTOR) signalnog puta koji se aktivira u
odgovoru na prisustvo amino kiselina, kao i energetskih senzora AMPK (engl. AMP (engl.
adenosine monophosphate, AMP)-activated protein kinase, AMPK) - detektora povecanja
nivoa AMP i sirtuina - detektora poveéanja nivoa NAD™ u ¢eliji (engl. Nicotinamide adenine
dinucleotide, NAD);

7. Gubitak funkcije mitohondrija zbog smanjene efikasnosti respiratornog lanca, sto vodi
curenju elektrona i smanjenjom stvaranju ATP.

8. Intenzivno formiranje i nagomilavanje senescentnih celija, sa zaustavljenim celijskim
ciklusom kao i smanjen stepen njihove eliminacije, zbog oslabljenog imunskog odgovora.

9. Gubitak funkcije stem ¢elija, koji vodi smanjenju regenerativnog potencijala koje je u
korelaciji sa akumulacijom ostecene DNK i prekomernom ekspresijom proteina inhibitora
¢elijskog ciklusa.



10. Izmenjena meducelijska komunikacija, endokrina, neuroendokrina ili neuronska, koja
paralelno sa slabljenjem imunskog odgovora 1 inflamacijom menja ¢elijsko okruZenje, a time
i funkciju tkiva.

11. Hroni¢na inflamacija, koja se povecava tokom starenja (engl. inflammaging) znacajno
doprinosi razvoju starosno zavisnih patologija vise sistema organa.

12. Disbioza, odnosno poremecaj sastava crevne mikrobiote, kojom je pogaden ne samo proces
varenja ve¢ 1 imunoloSka barijera 1 produkcija metabolita.

Za svaku od nabrojanih karakteristika je specificno da se manifestuje tokom starenja.
Eksperimentalne manipulacije sa datim karakteristikama ubrzavaju starenje, ili

ga usporavaju
dovode¢i time do produZetka zivotnog veka (LOpez-Otin i sar., 2023).
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Slika 1.1. Karakteristike starenja. Preuzeto i izmenjeno iz (Lopez-Otin i sar., 2023)

Takode, obeleZja starenja svrstana su u 3 kategorije (LOpez-Otin i sar., 2023):

Primarne karakteristike, koje su uvek isklju¢ivo negativne
[ ]

antagonisticke karakteristike, koje mogu biti i pozitivne i negativne u zavisnosti od stepena
ispoljavanja,

integrativne karakteristike koje pogadaju homeostazu i funkciju tkiva



1.2. Starenje mozga

Promene koje prate starenje naruSavaju strukturu i funkciju svih organa i organskih sistema,
pa tako i nervnog. Razvoj neuroimaging alata u poslednjih 25 godina je znatno doprineo razumevanju
starosno zavisnih promena u ponasanju i kogniciji i omoguéio detaljno prac¢enje promena strukture i
funkcije mozga tokom starenja.

Promene koje se desavaju u mozgu tokom starenja obuhvataju promene mase i zapremine
mozga, kao i njegove vaskularizacije. lako je starenje pra¢eno odumiranjem neurona, ono ne
doprinosi u zna¢ajnoj meri smanjenju mozdane zapremine. Medutim, mikroskopske promene samih
neurona, smanjenje njihove velicine, dendritske arborizacije i broja sinapsi, doprinose smanjenju
volumena mozga (Park i Reuter-Lorenz, 2009).

Smanjenje mase i zapremine mozga pocinje nakon 35. godine zivota i iznosi 0,2% godisnje,
pri ¢emu se taj procenat postepeno povecava, te nakon 60. godine iznosi 0,5% (Hedman i sar., 2012).
Smanjenje zapremine i mase ne zahvata sve regione mozga podjednako, ve¢ se dominantno desava u
hipokampusu, strijatumu i prececonom reznju kore velikog mozga, struktura odgovornih za vise
kognitivne funkcije i motoriku (Park i Reuter-Lorenz, 2009). Tokom starenja promene zahvataju i
belu masu, pri cemu, pored smanjenja mase i zapremine, dolazi i do naruSavanja integriteta bele mase
(Park i Reuter-Lorenz, 2009).

Tokom starenja dolazi i do smanjenja nivoa neurotrasmitera, Sto se odrzava na ponaSanje, i
dovodi do gubitka kognitivnih i motorickih sposobnosti (Rieckmann i Nyberg, 2020). Pokazano je da
se najvise smanjuje nivo dopamina, serotonina, acetilholina i noradrenalina (Backman i sar., 2006;
Collier i sar., 1987; Meltzer i sar., 1998; Schliebs i Arendt, 2011). Smanjenje nivoa dopamina je
najizrazenije u strijatumu, i doprinosi slabljenju kognitivnih i motorickih funkcija, kao i promenama
u motivaciji i raspolozenju (Backman i sar., 2006). Gubitak kognitivne funkcije posredovan je i
smanjenjem nivoa preostala tri navedena neurotransmitera, dok je razlog promene raspolozenja, koje
se naj¢e$¢e manifestuju kao poremecaj spavanja i podloznost depresiji, smanjenje dopamina i
serotonina (Meltzer i sar., 1998).

Proces starenja mozga je pracen i promenama u genskoj ekspresiji (Berchtold i sar., 2008;
Dillman i sar., 2017). Oste¢enja DNK koja se nagomilavaju tokom zivota mogu dovesti do smanjene
ekspresije gena u starosti, kao i do sinteze izmenjenih proteina (Cribbs i sar., 2012). Nakon 40. godine
zivota dolazi do smanjenja ekspresije gena povezanih sa sinaptickom funkcijom i antioksidativnom
odbranom, dok se povecava ekspresija gena povezanih sa proinflamatornim odgovorom i stresom
(Mohan i sar., 2016).

Starenjem se smanjuje ekspresija gena ¢iji proteinski produkti ucestvuju u razli¢itim
aspektima sinaptic¢ke strukture i funkcije (Mohan i sar., 2016). Navedene starosno zavisne promene
ekspresije gena dovode do diskretnih promena sinapticke strukture i funkcije (Morrison i Baxter,
2012) i sledstvenih kognitivnih promena ¢ak i kada nisu praceni smanjenjem broja sinapsi ili neurona
(Mohan i sar., 2016). Tokom starenja je detektovano smanjenje ekspresije sinapti¢kih proteina
GAP43 (engl. Growth-Associated Protein 43, GAP43), sinaptofizina (engl. Synaptophysin) i a-
sinukleina (engl. a-Synuclein, a-Syn), proteina kljuénih za ocCuvanje neuronske plasti¢nosti
(Mladenovic Djordjevic i sar., 2010). Takode se uocava starosno zavisno smanjenje ekspresije gena
kako za receptore ekscitatornog neurotransmitera glutamata: AMPA (engl. a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid, AMPA), NMDA (engl. N-methyl-D-aspartate, NMDA) i
kainatnih receptora, tako i za receptore inhibitornog neurotransmitera GABA (engl. Gamma-
aminobutyric acid, GABA) (Dillman i sar., 2017). Tokom starenja dolazi i do smanjenja nivoa
NCAML1 (engl. Neural Cell Adhesion Molecule 1, NCAML1), adhezionog proteina koji doprinosi
plasti¢nosti i reparaciji neurona (Dillman i sar., 2017).



Neurotrofinski faktor mozga (engl. brain-derived neurotrophic factor, BDNF) i faktor rasta
nerava (engl. Nerve growth factor, NGF) su vazni medijatori neuronske plasti¢nosti, ukljuceni u
prezivljavanje, rast i diferencijaciju neurona (Mattson i sar., 2004; Perovic i sar., 2013). Tokom
starenja dolazi do smanjenja ekspresije BDNF, neophodnog za ucenje i pamcenje, $to dovodi do
slabljenja kognitivne funkcije (Calabrese i sar., 2013) kao i NGF, §to doprinosi razvoju
neurodegenerativnih patologija (Alkurd i sar., 2024; Perovic i sar., 2013; Schliebs i Arendt, 2011).

Tokom starenja se menja i ekspresija gena Ciji su proteinski produkti klju¢ni u procesu
inflamacije. Neuroinflamacija je izrazena karakteristika starenja mozga. TLR (engl. Toll-like
receptor, TLR), je inicijacioni faktor u produkciji proinflamatornih medijatora: citokina, hemokina i
reaktivnih vrsta kiseonika (engl. reactive oxygen species, ROS) (Mohan i sar., 2016). Tokom starenja
uocena je povisena ekspresija TLR, Kaspaze 1 i proinflamatornih citokina: faktora nekroze tumora-
alfa (TNF-a), interleukina-1p (IL-1p), interleukina-6 (IL-6) i interleukina-18 (IL-18) (Mohan i sar.,
2016; Xie i sar., 2020).

Promene u ekspresiji navedenih gena doprinose progresivnom smanjenju kognitivnih funkcija
tokom starenja jedinke, kao i povecanju rizika za razvoj neurodegenerativnih bolesti.

1.3. Promene u ponasanju tokom starenja

Slozeni proces starenja menja motoricke, kognitivne i emotivne funkcije dovodeéi do
promena u ponasanju. Medutim, starosno zavisne promene mozga su individualne i ne manifestuju
se na isti nacin kod svih ljudi. Kod nekih osoba kognitivne funkcije ostaju relativno o¢uvane, dok
drugi imaju znacajne probleme sa u¢enjem, memorijom i reSavanjem problema, koordinacijom
pokreta, brzinom reakcija i finom motorikom (Kenyon, 2010; Park i Reuter-Lorenz, 2009). Brojne
studije ponasanja, kako na animalnim modelima tako i na humanim subjektima, dale su uvid u
mehanizme koji dovode do starosno zavisnih promena u ponasanju.

1.3.1. Promene u motorickoj aktivnosti tokom starenja

Starosno zavisne promene motoric¢kih funkcija manifestuju se smanjenom snagom i brzinom
kontrakcije misica, kao i pove¢anim zamorom (Hunter i Pereira, 2016). Ove promene su posledica
narusene funkcije centralnog i perifernog nervnog sistema, i neuromisi¢nih veza (Seidler i sar., 2010).
Starenje dovodi do strukturnih i funkcionalnih promena u motornim regionima kore velikog mozga,
cerebeluma 1 dorzalnog strijatopalidnog kompleksa koji su klju¢ni za centralnu regulaciju motorike
(Inoue i Nishimune, 2023; Seidler i sar., 2010), kao i do Smanjenja koli¢ine neurotransmitera, narocito
dopamina (Clark i Taylor, 2011). Da bi se nadoknadila smanjena efikasnost motori¢kih funkcija,
tokom starenja dolazi do pojacane aktivacije na nivou senzorno-motornog korteksa, ali i do
ukljucivanja dodatnih regiona poput preCeonog reznja kore velikog mozga. Samim tim, kontrola
motorike kod starijih osoba sve viSe zavisi od kognitivnih mehanizama. Medutim, paradoksalno,
upravo su strukture mozga odgovorne za kognitivne funkcije posebno osetljive na starosno zavisne
promene, te je mogucnost kompenzovanja losije motorike tokom starenja ograni¢ena (Seidler i sar.,
2010). Smanjena fizicka aktivnost i motivacija za istom koje se javljaju tokom starenja su deo
fenotipa krhkosti (engl. frailty), prisutnog u humanoj i animalnim populacijama. Kod ljudi se krhkost
manifestuje kao usporen hod, slabost, i smanjen obim fizicke aktivnosti uz nevoljni gubitak telesne
mase (Fried i sar., 2001), dok stare zivotinje u testovima ponasanja pokazuju smanjeno istrazivacko
ponasanje i nizi nivo spontane lokomotorne aktivnosti (Parks i sar., 2012; Whitehead i sar., 2014).
Ovakva slika se delom pripisuje i promenama u regionima mozga koji se aktiviraju u odgovoru na
nagradujuce stimuluse, a koji motivi$u kretanje i istraZivanje u mladoj dobi (Lauretani i sar., 2022).



1.3.2. Kognitivne promene tokom starenja

Neurokognitivna slabost predstavlja najvecu pretnju uspesnom starenju u modernom drustvu.
Opadanje kognitivnih funkcija je Cesto progresivnije od gubitka lokomotornih i drugih fizickih
funkcija, dok su terapijske mogucnosti za odlaganje i ublazavanje nastalih promena manje efikasne
u odnosu na one koje ciljaju fizicke funkcije. Gubitak samostalnosti i sposobnosti komunikacije i
donosenja odluka narusava kvalitet zivota i socijalne odnose pojedinca, dok na drugom Kkraju otvara
potrebu za kontinuiranim nadzorom i negom.

Kognitivne sposobnosti poput brzine obrade informacija, formiranja i skladistenja memorije,
dostizu maksimalnu efikasnost u ranom adultnom dobu, i opadaju tokom starenja. Podeljena paznja
odnosno sposobnost obavljanja vise zadataka istovremeno takode slabi tokom starenja (Park i Reuter-
Lorenz, 2009). Klini¢ke studije su pokazale da starosno zavisni kognitivni pad nije neizbezan, i da
neke jedinke zadrzavaju prili¢éno o¢uvane kognitivne funkcije sve do duboke starosti (Park i Reuter-
Lorenz, 2009). Ova pojava se najéesce oznacava kao ,,uspes$no starenje® i tipicna je za osobe koje su
geneticki otpornije na promene koje prate proces starenja (Park i Reuter-Lorenz, 2009), ali moze
nastati i sredinskim intervencijama, praktikovanjem redovne fizicke aktivnosti kao i mentalno
stimulativnih aktivnosti, poput u¢enja jezika ili reSavanja ,,mozgalica“ (Foster, 2006).

Na osnovu studija sprovedenih tokom prethodnih decenija ustanovljeno je da su mehanizmi
koji dovode do starosno zavisnih promena kognitivnih funkcija visoko konzervirani medu vrstama.
Studije na glodarima pokazale su da zZivotinje prolaze kroz sli¢ne obrasce kognitivnih promena kakvi
su uoCeni u humanoj populaciji: stariji glodari pokazuju loSije rezultate u testovima za procenu
prostorne memorije koji su bazirani na snalazenju u lavirintu, $to ukazuje na starosno zavisne
promene hipokampusa (Brito i sar., 2023; Small i sar., 2011).

Prema postojanosti, memorija moze biti radna, kratkotrajna i dugotrajna. Kod ljudi,
kratkotrajna memorija se odnosi na memoriju koja je neophodna za obavljanje zadataka u
vremenskom rasponu od nekoliko minuta, dok se radna memorija odnosi na sposobnost manipulacje
informacijama uskladiStenim u kratkotrajnoj memoriji. Kod glodara je ova Klasifikacija donekle
drugacija jer se radna memorija odnosi na privremeno formiranu memoriju koja omogucava
obavljanje zadataka u vremenskom intervalu od nekoliko sekundi do nekoliko minuta, dok se
kraktotrajna memorija odnosi na skladiStenje informacija, i traje od nekoliko minuta do nekoliko sati
(Brito i sar., 2023). Za konsolidaciju dugotrajne memorije neophodna je aktivnost razli¢itih regiona
mozga tokom duzeg vremenskog perioda, $to je ¢ini najosetljivijom na proces starenja kako kod ljudi
tako i kod zivotinja (Brito i sar., 2023).

Karakteristi¢no je da tokom fizioloSkog starenja dugorocna secanja formirana pre nekoliko
godina ili decenija ostaju oCuvana, dok je sposobnost prise¢anja na nedavne dogadaje koji pripadaju
dugotrajnoj memoriji, znacajno oslabljena. Ova pojava sugeriSe da je u procesu starenja vise narusena
funkcija konsolidacije dugotrajne memorije, dok su mehanizmi odgovorni za samo prise¢anje
relativno ocuvani (Brito i sar., 2023).

Studije na animalnim modelima znacajno su doprinele pracenju i razumevanju kognitivnih
promena koje prate starenje. Veliki broj testova za procenu starosno zavisnih promena kod glodara
dizajniran je tako da procenjuje funkciju hipokampusa, cerebeluma i kore cerebruma (Kennard i
Woodruff-Pak, 2011), mozdanih struktura na nivou kojih se u najvecoj meri deSavaju promene
odgovorne za izmenjen ponasajni odgovor tokom starenja. Budu¢i da navedene mozdane strukture
ne podlezu starosno zavisnim promenama istom brzinom, pojedini testovi merenja parametara
Woodruff-Pak, 2011). Ipak, vazno je ista¢i da je za procenu kognitivnih sposobnosti kod starih
zivotinja neretko potrebno prilagodavanje uslova ve¢ uspostavljenih protokola testova merenja
parametara ponasanja (Kennard i Woodruff-Pak, 2011).



Testovi za procenu kognitivnih sposobnosti, odnosno u¢enja i memorije, U animalnim
modelima uklju¢uju upotrebu razli¢itih vrsta lavirinata, pomoc¢u kojih se vrsi procena sposobnosti
formiranja prostorne memorije i strategija navigacije. Ovi pristupi u testiranju procenjuju kognitivne
funkcije u fizioloskom ali i patoloskom stanju (Mohseni i sar., 2020). Verovatno najkori$¢eniji medu
testovima za procenu ponasSanja laboratorijskih Zivotinja je test otvorenog polja, koji sluzi za procenu
neasocijativne prostorne memorije i najjednostavnije forme ucenja-habituacije (Leussis i Bolivar,
2006). Testovi poput Y ili T lavirinta, Morisovog vodenog lavirinta, Barnsovog lavirinta i radijalnog
lavirinta, takode sluze za procenu prostorne memorije, i mogu se sprovoditi tako da procenjuju
alocentri¢ne 1 egocentricne strategije ucenja, a samim tim vrse i procenu funkcije razli¢itih mozdanih
struktura (Gardner i sar., 2020; Korol i sar., 2019). Egocentri¢ne strategije oslanjaju se na percepciju
same zivotinje u odredivanju pravca kojim se kre¢e kako bi pronasla cilj. Alocentricne strategije
oslanjaju se na spoljasnje reference i prostorni raspored objekata u okruzenju: zivotinja koristi
orjentire poput specifi¢nih predmeta ili karakteristike prostora da bi se pozicionirala i odredila pravac
kretanja ka cilju.

Pomenuti test otvorenog polja koristi se i za procenu ponasanja nalik anksioznom, kao i
posebno dizajnirani test uzdignutog krstastog lavirinta i test svetlo-tamne kutije (Lovick i Zangrossi,
2021). Testovi prepoznavanja predmeta, odnosno njihovih svojstava i lokacije takode sluze za
procenu sposobnosti paméenja, a u zavisnosti od postavke mogu se koristiti i za procenu ponasanja
nalik anksioznom (Gardner i sar., 2020; Korol i sar., 2019).

1.3.3. Promene u regulaciji emocija i raspolozenja tokom starenja

Promene u raspolozenju i regulaciji emocija koje se deSavaju tokom starenja takode dovode
do promena u pona$anju, ali tok tih promena u humanoj populaciji moze i¢i u dva pravca. Naime,
kod jednog dela populacije se tokom starenja razvija emotivna stabilnost i bolja kontrola negativnih
emocija (Carstensen i sar., 1999). Kod drugog dela populacije tokom starenja raste incidenca
poremecaja raspoloZenja, prvenstveno anksioznosti i depresije (Santini i sar., 2020).

Bioloska osnova ovih promena je detaljnije ispitivana u animalnim studijama. Promene nivoa
neurotransmitera tokom starenja, prvenstveno dopamina i serotonina, pra¢ene su ispoljavanjem
ponasanja nalik anksioznom i simptomima nalik depresiji (Snyder i sar., 2014). Sredinske intervencije
poput fizickih vezbi ili izlaganja novoj sredini ublazavaju negativne emotivne promene kod Zivotinja,
Sto ukazuje na potencijalne terapeutske pristupe za ljude koji pate od starosno zavisnih promena
raspolozenja (Hendriksen i sar., 2010).

1.3.3.1. Anksioznost i ponasanje nalik anksioznom tokom starenja

Ucestalost poremecaja raspoloZenja poput anksioznosti i depresije je zdravstveni problem koji
zahvata veliki udeo populacije, narocito starije. Podaci svetske zdravstvene organizacije ukazuju da
se procenat anksioznih ljudi u populaciji starijoj od 60 godina krece izmedu 1,2 i 14% u opstoj
populaciji dok je sude¢i prema podacima klinickih studija ovaj procenat od 1 do 28% (Andreescu i
Lee, 2020).

Anksioznost je slozeni ponaSajni fenomen uslovljen promenama u funkcionisanju vise
neurotransmiterskih mreza, naroCito serotoninskog, dopaminskog i GABA sistema (Ayano, 2016;
Berry i sar., 2019; Volkow i sar., 2011; Zarrindast i Khakpai, 2015). Emotivno procesuiranje osecaja
anksioznosti desava se U bazolateralnim bademastim jedrima, pre¢eonom reznju kore velikog mozga
i hipotalamusu, struktura koje su pod regulacijom ventralnog hipokampusa (Loh i sar., 2017; Wang i
sar., 2019).

Nivo dopamina se menja tokom starenja, pri ¢emu je najveée snizenje zabelezeno U
hipokampusu, mozdanom stablu i strijatumu (Portero-Tresserra i sar., 2020). Srednji mozak sadrzi
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najveci udeo dopaminskih neurona mozga (engl: mesodiencephalic dopaminergic neurons mdDA).
Ovi neuroni su klju¢ni za kontrolu voljnih pokreta, stvaranje asocijacija sa nagraduju¢im stimulusima,
odrzavanje radne memorije i regulaciju emocija. mdDA neuroni ventralnog pokrova (engl. ventral
tegmental area, VTA) inerviSu limbicke strukture i preceoni rezanj kore velikog mozga ¢ineéi
mezolimbicki i mezokortikalni put. Mezolimbicki dopaminski put je ukljucen u regulaciju sistema za
obradivanje nagradujucih stimulusa, motivaciju i obradu emocija dok mezokortikalni dopaminski put
reguliSe uzbudenje, kognitivne 1 izvr$ne funkcije poput paznje 1 donoSenja odluka. Druga populacija
mdDA neurona nalazi se u kompaktnom delu crne supstance srednjeg mozga (engl. substantia nigra
pars compacta, SNc), ¢iji se nastavci projektuju na dorzalni strijatum formirajuci nigrostrijatumski
put, kljuc¢an za kontrolu voljnih pokreta (DeGroot i sar., 2020; Nikolaus i sar., 2010). Strijatum igra
kljucnu ulogu u modulaciji motoric¢kih funkcija, proceduralnog ucenja i donosenja odluka, pri cemu
dopamin deluje kao regulator ovih funkcija (Gerfen i Surmeier, 2011).

Sve ove regije i putevi su ukljuceni u kontrolu anksioznog ponasanja kod ljudi, odnosno
ponasanja nalik anksioznom kod eksperimentalnih Zivotinja (DeGroot i sar., 2020; Nikolaus i sar.,
2010) i bogati su dopaminskim D1 i D2 receptorima koji su vazni u kontroli anksioznosti (Carr, 2002;
Kenneth D. Carr, 2007; Carr i sar., 2003; Gallardo i sar., 2014). Kako je odredivanje nivoa dopamina
u mozdanom tkivu izazovno, indirektni pristup za procenu dopaminske aktivnosti jeste merenje
ekspresije dopaminskih receptora. Dopamin deluje preko dve klase dopaminskih receptora: D1 tip i
D2 tip, pri ¢emu oba tipa receptora pripadaju klasi receptora spregnutih sa proteinom G. D1 tip
receptora, koji ukljuc¢uje D1 i D5 receptore, spregnut je sa proteinom G sa alfa stimulatornom
subjedinicom i dovodi do aktivacije adenil ciklaze i povecanja nivoa cikli¢nog adenozin monofosfata
(engl. cyclic adenosine monophosphate, cCAMP. D1 i D5 receptori se najzastupljeniji u strijatumu,
akumbensu (lat. nucleus accumbens, Nac) i crnoj supstanci srednjeg mozga gde imaju vaznu ulogu u
sistemu nagradivanja, motori¢koj aktivnosti, memoriji i u¢enju (Bhatia i sar., 2024). D2 tip receptora
ukljucuje D2, D3 i D4 dopaminske receptore, za razliku od prethodnog tipa spregnute sa proteinom
G sa alfa inhibitornom subjedinicom, kojom inhibiraju aktivnost adenil ciklaze, a takode otvaraju
kanale za kalijum i dovode do hiperpolarizacije (Bhatia i sar., 2024). D2, D3 i D4 receptori
eksprimiraju se dominantno u strijatumu, ali i Nac, hipokampusu, bazolateralnim bademastim jedrima
i kori velikog mozga, a vazni su za razvoj i prezivljavanje dopaminskih neurona (Mishra i sar., 2018;
Vekshina i sar., 2017).

1.4. Uloga ishrane u razvoju i odlaganju starosno zavisnih promena

Proces starenja odreduje duzinu Zzivota. Iako je slabljenje fizioloskih funkcija neizbezno,
brzina kojom se ono deSava je promenljiva i pod uticajem sredinskih faktora. Nutritivni aspekt je
izuzetno bitan za proces starenja, jer prekomerni unos hrane moze ubrzati ovaj proces, dok unos
adekvatnih namirnica i restrikcija unosa hrane mogu produziti zivot ne samo gojaznih jedinki ve¢ i
jedinki sa normalnom telesnom masom.

Uravnotezena ishrana ima vaznu ulogu u promovisanju zdravog starenja i pobolj$anju
kvaliteta zivota. Pokazano je da osobe koje praktikuju uravnotezenu ishranu, koja obiluje biljnim
namirnicama, antioksidansima, zdravim mastima i vlaknima, imaju manju incidencu
kardiovaskularnih bolesti i stanja prac¢enih inflamacijom (Garcia-Montero i sar., 2021). Takode,
adekvatan unos proteina tokom starenja je klju¢an za sprecavanje gubitka misicne mase, dok
mikronutrienti kao Sto su vitamini D 1 B12, omega-3 masne kiseline 1 polifenoli podrzavaju zdravlje
mozga i imunsku funkciju (Garcia-Montero i sar., 2021).

Mnostvo studija se bavilo vezom izmedu odredenog nacina ishrane i starenja, ukazujuci na
odlucujuéu ulogu koju specifi¢ni nutritivni pristupi mogu imati u odlaganju starosno zavisnih
promena.



1.4.1. Azijska dijeta

Azijska dijeta koja obuhvata tradicionalne navike u ishrani zastupljene u zemljama isto¢ne
Azije, prevashodno u Japanu, Kini i Koreji, je Siroko prepoznata po svojim znacajnim zdravstvenim
benefitima, koji doprinose produzetku zivotnog veka i zdravog perioda Zivota. Azijska dijeta se
zasniva na izbalansiranom unosu pirin¢a, povrca, ribe i proizvoda od soje kao $to su tofu 1 miso.
Kljucni element azijske dijete jeste upravo soja, koja doprinosi raznolikosti sastava crevnih bakterija
(Tamura i sar., 2019). Soja sadrzi polifenole koji svojim antioksidativnim svojstvima pruzaju brojne
zdravstvene benefite, ukljucujuci prevenciju kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti, a
poseduje i antiinflamatorne i antitumorske efekte (Di Meo i sar., 2019; Liggins i sar., 2000).

1.4.2. Okinava dijeta

Stanovnici Japanskog ostrva Okinava smatraju se najdugovec¢nijim ljudima, buduéi da ova
populacija broji petostruko vise stogodi$njaka u odnosu na druge razvijene nacije (Le Couteur i sar.,
2016). Osnovu njihove dugovecnosti Cine blaga kalorijska restrikcija, kvalitetna hrana koju
konzumiraju, genetika 1 fizicka aktivnost. U Okinava dijeti 85% energetskog unosa potice od ugljenih
hidrata dok svega 9% potice od masti. Vise od polovine dnevnog unosa kalorija dolazi iz batata, koji
je bogat fitohemikalijama i antioksidansima. Okinava dijeta obiluje i proizvodima od soje i lisnatim
zelenim povréem sa malo ili bez masti (Le Couteur i sar., 2016).

1.4.3. Mediteranska dijeta

Mediteranska dijeta je najpopularniji i najopseznije istrazivani tip ishrane u zemljama
Zapadne Evrope i zemljama koje okruzuju mediteransku regiju. Karakteristicna je za podneblje
mediteranske obale, zbog ¢ega ne postoji jedan univerzalni rezim ovog tipa ishrane, ve¢ on varira
medu zemljama Mediterana. Pretezno se bazira na svakodnevnoj konzumaciji voca, povrca,
mahunarki i celih Zitarica, kao 1 smanjenom unosu mesa, ribe i mlecnih proizvoda, dok se kao
primarni izvor masti koristi maslinovo ulje. U mediteranskoj dijeti je unos mononezasi¢enih masti
visok, dok je unos zasi¢enih masti nizak. Mediteranska ishrana obiluje i bioaktivnim sastojcima koji
imaju antioksidativna svojstva poput polifenola, fitosterola i flavonoida (Garcia-Montero i sar.,
2021).

Mediteranska dijeta se smatra jednim od najzdravijih vidova ishrane i Cesto se povezuje sa
odlozenim pocetkom hroni¢nih bolesti koje prate starenje (Sanchez-Morate i sar., 2020), najcesce
kardiovaskularnih bolesti, kancera, dijabetesa, kao i opadanja kognitivnih funkcija i pojave
neurodegenerativnih bolesti (Bojang i Manchana, 2023). Namirnice koje su zastupljene u
mediteranskoj ishrani bogate su vitaminima A i D, koji imaju vazne uloge u funkcionisanju imunskog
sistema i regulaciji crevne homeostaze, zatim vitaminom C, E i a-tokoferolom, koji imaju znacajan
antioksidativni potencijal i vitaminima grupe B sa Sirokim spektrom uloga, od kofaktora enzimskih
reakcija do antiinflamatornih, antioksidativnih i antikancerskih svojstava (Garcia-Montero i sar.,
2021). Minerali su takode visoko zastupljeni u mediteranskoj ishrani. Prisustvo cinka obezbeduje
optimalni imunski odgovor, gvozde reguliSe rast komensalnih crevnih bakterija, dok je selen
odgovoran za otpornost na virusne infekcije (Garcia-Montero i sar., 2021).

Nutritivni pristupi bazirani na mediteranskoj ishrani su rezultirali znacajnim pobolj$anjem
lipidnog statusa, zastitom od oksidativnog stresa, smanjenjem inflamacije, modulacijom nivoa
hormona i faktora rasta uklju¢enih u razvoj kancera, kao i modulacijom mikrobioma doprinoseci
boljem funkcionisanju organizma domacina (Garcia-Mantrana i sar., 2018).



1.4.4. MIND dijeta

MIND dijeta (engl. Mediterranean dietary approach to systolic hypertension diet intervention
for neurodegenerative delay, MIND) je kombinacija mediteranske i tzv. DASH dijete (engl. Dietary
Approaches to Stop Hypertension, DASH), a bazira se na hrani i hranljivim materijama koje
promovisu zdravlje mozga i preveniraju/odlazu pojavu neurodegenerativnih poremecaja (Morris i
sar., 2015). Ova dijeta se bazira na konzumaciji povrca, posebno lisnatog zelenog povréa, pasulja,
bobicastog voca, celih Zitarica, badema, morskih plodova, piletine, maslinovog ulja i vina, dok
ogranicava unos hrane Zivotinjskog porekla i obroka sa visokim sadrzajem zasi¢enih masti, kao i
nezdravih namirnica koje sadrze visok nivo holesterola i transmasnih Kiselina poput crvenog mesa,
margarina, sira, peciva i brze hrane (Bojang i Manchana, 2023). Istovremeno, MIND dijeta potencira
unos hrane bogate kalijumom, kalcijumom i magnezijumom, dok ograni¢ava unos natrijuma (Goyal
i sar., 2021).

Implementacija MIND dijete moze poboljsati kognitivnu funkciju kod starijih i pokazala se
uspesnijom od drugih dijeta baziranih na biljnoj ishrani koje se primenjuju u cilju poboljsanja
kognicije i neuropsiholoskog statusa starijih osoba (Kheirouri i Alizadeh, 2022).

1.5. Dijetalna restrikcija

Danas je poznato da unos viska kalorija uzrokuje hroni¢nu hiperglikemiju i hiperlipidemiju,
dovodeci do ostecenja celija. Glikotoksi¢nost i lipotoksi¢nost same po sebi povecavaju rizik od raznih
bolesti, ukljucuju¢i neuropatiju, nefropatiju, retinopatiju, insulinsku rezistenciju, metabolicki
sindrom, kardiovaskularne bolesti, nealkoholnu masnu bolest jetre, pankreatitis i sarkopeniju (Liu i
Li, 2015). Nizak nivo fizicke aktivnosti je ¢esto spregnut sa unosom viska kalorija, ¢ime se znatno
povecava procenat masnog tkiva u organizmu, a smanjuje procenat misi¢ne mase, snaga i kondicija.
Sve zajedno uti¢e na podloznost bolestima, posebno kod starijih osoba (Myers i sar., 2019).

Nasuprot unosu viska kalorija, stoji dijetalna restrikcija (DR, engl. engl. dietary restriction,
DR)), kao jedan od najzdravijih zivotnih pristupa i jedna od najispitivanijih eksperimentalnih
paradigmi u odlaganju starosno asociranih promena. Osim nevoljnog gladovanja kroz koje su ljudi
Cesto prolazili tokom istorije, postoji i voljno suzrdzavanje od hrane (post), koje se i danas praktikuje
u mnogim kulturama iz verskih, tradicionalnih i medicinskih uverenja (Mattson i sar., 2017
Trepanowski i Bloomer, 2010). Na taj nacin je dijetalna restrikcija ve¢ dugi niz godina Siroko prisutna
u humanoj populaciji.

Postoji nekoliko definicija dijetalne restrikcije, u zavisnosti od oblasti i aspekta sa kojeg se 0
njoj govori. Sa nauc¢ne tacke gledista, dijetalna restrikcija se definise kao smanjeni unos hranljivih
materija koji ne dovodi do pothranjenosti (Lopez-Lluch i Navas, 2016). Primena DR kao intervencije
za odlaganje starosno zavisnih promena zahteva da, iako je unos energije ogranicen, ishrana
obezbeduje dovoljno energije za metabolicku homeostazu i bude visokog kvaliteta, tj. da zadovoljava
potrebe za mikronutrijentima i vlaknima (Flanagan i sar., 2020).

Dijetalna restrikcija se u literaturi ¢esto oznacava i kao kalorijska restrikcija, jer je zasnovana
na smanjenju ukupnog dnevnog unosa kalorija (Heilbronn i sar., 2006; Holben i Marshall, 2017;
Kraus i sar., 2019; Longo i sar., 2021; Most i sar., 2017; Patterson i Sears, 2017). Medutim,
izjednacavanje dijetalne i kalorijske restrikcije nije opravdano, jer termin ,,dijetalna restrikcija“
govori da je umanjen unos svih sastojaka hrane, a ne samo kalorijski unos (Masoro, 2009).

Ideja da dijetalna restrikcija moZe uticati na process starenja datira iz ranih eksperimenata
sprovedenih tokom 20. veka (Osborne i sar., 1917). Tridesetih godina proslog veka, u studiji koja ¢e
postati prekretnica u izu¢avanju efekata DR, Mekkej i saradnici su pokazali da redukcija unosa hrane
od 40% znacajno produzava zivotni vek pacova (McCay i sar., 1935). Ova studija pokrenula je
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decenije istrazivanja o odnosu izmedu unosa hrane i dugovec¢nosti. Nakon ovog rada, DR se pokazala
kao efikasna metoda za produzavanje zivotnog veka kod razliCitih vrsta, ukljucujuéi kvasce,
nematode, vinske musice, ribe, glodare i pse (Speakman i Mitchell, 2011). Ipak, uprkos znac¢ajnom
doprinosu razumevanja mehanizama delovanja DR, koji su dale studije na model sistemima poput
vinske musice i nematoda, prvenstveno zahvaljujuéi jednostavnoj gradi i kratkom zivotnom ciklusu,
glodari su se pokazali kao znatno pouzdaniji model za ispitivanje efekata DR zbog svoje sli¢nosti sa
ljudima (Masoro, 2009).

Pored znacajnih pozitivnih efekata na celokupan status organizma poput produzenja zivotnog
veka i zdravog starenja, primena DR utiCe na specifitne organske sisteme ukljucujuci
kardiovaskularni, mi$iéni, endokrini, imunski i nervni sistem (Speakman i Mitchell, 2011; Most i sar.,
2017) (Slika 1.2). DR mozZe znacajno da Smanji masu subkutanog i visceralnog masnog tkiva ¢ak i
kod zdravih jedinki sa normalnim indeksom telesne mase (engl. Body Mass Index, BMI) §to doprinosi
kardiovaskularnom i metabolickom zdravlju (Most i sar., 2018). DR ima povoljne efekte na krvni
pritisak, nivo holesterola i funkciju endotela, poboljSavaju¢i time elasti¢nost krvnih sudova i
smanjujudi rizik od arteroskleroze, koronarne bolesti srca i nastanka infarkta miokarda tokom starenja
(Katewa i Kapahi, 2010) (Slika 1.2). Poboljsanje metabolizma ugljenih hidrata pod dejstvom DR,
ogleda se u poboljsanju funkcije B ¢elija pankreasa, serumskih vrednosti glukoze i insulina, smanjenju
insulinske rezistencije i1 posledi¢ne hiperinsulinemije i dislipidemije, redukcije depoa visceralnih
masti i smanjenog rizika za razvoj metaboli¢kog sindroma (Flanagan i sar., 2020; Speakman i
Mitchell, 2011). Pored nivoa insulina, DR menja i nivo tiroidnih, glukokortikoidnih i polnih hormona
koji imaju uticaj na duzinu zivotnog veka (Dakic i sar., 2022) (Slika 1.2).

Studije ukazuju da DR ima protektivno dejstvo i kada su u pitanju tumori. Ovaj protektivni
efekat ogleda se u smanjenoj incidenci kao i brzini razvoja tumora razli¢itih tkiva i organa,
konkrektno, jetre, hipofize, koze, mle¢nih zlezda i limfnog sistema. Smanjena incidenca kancera, kao
1 autoimunskih bolesti u korelaciji su sa boljom funkcijom imunskog sistema koji je uocen u slucaju
primene rezima DR (Speakman i Mitchell, 2011) (Slika 1.2).

Protektivna svojstva DR na nivou razli¢itih tkiva i organa zasnovana su na regulaciji
biohemijskih i ¢elijskih procesa, ukljucujuéi oksidativni stres, funkciju mitohondrija, inflamaciju,
apoptozu i autofagiju (Speakman i Mitchell, 2011), procesa koji su Kljuéni i za proces starenja.
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Slika 1.2. Efekti primene dijetalne restrikcije. Preuzeto i modifikovano iz (Green i sar., 2022).
1.5.1. Efekat primene DR na nervni sistem

DR ima znacajan uticaj na nervni sistem, narocito kada su u pitanju neurodegenerativne
bolesti, poput Alchajmerove bolesti (AB) i Parkinsonove bolesti (PB). Zajednic¢ka karakteristika
neurodegenerativnih oboljenja jeste akumulacija proteinskih agregata, usled slabljenje sistema
kontrole savijanja i degradacije neispravno savijenih formi proteina (Bové i sar., 2011; Laplante i
Sabatini, 2012). Mehanizmi kojima DR sprecava ili odlaZe razvoj neurodegenerativnih patologija
podrazumevaju stimulaciju procesa autofagije (Bové i sar., 2011; Laplante i Sabatini, 2012),
regulaciju inflamacije (Morgan i sar., 2007), smanjenje oksidativnog oste¢enja (Dringen, 2000) i
regulaciju insulinskog signalnog puta (de la Monte i Wands, 2008).

Pozitivan efekat na odrzavanje kognitivnih funkcija tokom starenja, DR ostvaruje
prevashodno na nivou neuronske plasti¢nosti, Sposobnosti formiranja i reorganizovanja sinapsi, kao
i na nivou ekspresije proteina odgovornih za sinapti¢ku transmisiju (Adams i sar., 2008). DR
povecava gustinu dendritskih trnova 1 ekspresiju subjedinica NMDA receptora ¢ime ostaju oCuvane
funkcije u¢enja i pamcenja, koje su narocito osetljive na proces starenja (Xie i sar., 2020). Dodatno,
DR povecava i nivo BDNF, ¢ime dodatno pobolj$ava sinapticku funkciju i prezivljavanje neurona i
doprinosi vecoj plasti¢nosti mozga. Povecana ekspresija BDNF tokom starenja pored poboljsanja
sposobnosti ucenja i memorije doprinosi i smanjenju rizika razvoja neurodegenerativnih bolesti
(Alkurd i sar., 2024; Buchman i sar., 2016; Duan i sar., 2001; Lee i sar., 2000).

U mozgu koji stari, DR utice na strukturna i kognitivna oSte¢enja, ublazavaju¢i negativne
posledice oksidativnog stresa, gubitka funkcije mitohondrija i neuroinflamacije (Mohan i sar., 2016).
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Hroni¢na inflamacija niskog stepena koja prati starenje znacajno doprinosi slabljenju kognitivnih
funkcija i razvoju neurodegenerativnih bolesti. DR smanjuje aktivnost mikroglijskih ¢elija i nivo
proinflamatornih citokina, kao §to su IL-6, IL-1B i TNF-a, (Xie i sar., 2020). Takode, DR ispoljava
znacajan potencijal u suprimiranju oksidativnog stresa. Naime, akumulacija ROS i smanjenje
kapaciteta za njihovu neutralizaciju dovode do gubitka neuronske funkcije i strukture. Aktivirajuéi
SIRT3 (sirtuin 3), mitohondrijsku deacetilazu koja stimuliSe andioksidativnu aktivnost superoksid
dismutaze 2 (SOD2), DR smanjuje nivo ROS (Qiu i sar., 2010).

Uvodenje rezima DR doprinosi ravnotezi neurotransmitera u mozgu, koji su od sustinskog
znacaja za pamcenje, uc¢enje, emocionalnu regulaciju i motivaciju (Halloran i sar., 2012; Zhen i sar.,
2006). Pokazano je da dugotrajna DR moze ublaziti starosno zavisni pad monoamina u pojedinim
mozdanim strukturama (Portero-Tresserra i sar., 2020). Paralelno sa efektom na monoamine, u istoj
studiji je uoceno 1 poboljsanje metabolicke regulacije, Sto je autore navelo na pretpostavku da DR-
posredovana regulacija insulina i leptina doprinosi obnavljanju nivoa monoamina u mozgu tokom
starenja. (Portero-Tresserra i sar., 2020).

Veliki broj studija je ukazao da razliciti dijetalni pristupi poput mediteranske ishrane, ishrane
bogate vocem i povréem i kalorijske restrikcije (engl. calorie restriction, CR), kao i i primena
mimetika kalorijske restrikcije, imaju uticaja na simptome depresije i anksioznosti u animalnim
modelima i humanim populacijama (Firth i sar., 2019; Halloran i sar., 2012; Parikh i sar., 2016),
predlazuéi ih kao ne-farmakolosku alternativu za ublaZzavanje emotivnog distresa. Zna se da je
dopaminski sistem tesno povezan sa energetskom homeostazom i da ga je moguce modulisati
redukcijom unosa hrane, odnosno kalorija (Kenneth D. Carr, 2007; Zhen i sar., 2006), dok
istovremeno posreduje u metabolickim benefitima koje restrikcija hrane izaziva (de Leeuw van
Weenen i sar., 2011). Takode je poznato da ogranicenje unosa hrane dovodi do smanjenja nivoa
dopamina u hipotalamusu, hipokampusu 1 dorzalnom strijatumu, kao i1 do hiperaktivnosti zivotinja, a
da hiperaktivnost zatim posledi¢no dovodi do povecanja nivoa dopamina u hipotalamusu (Kontis i
Theochari, 2012). Pored nivoa dopamina, u odgovoru na smanjeni unos hrane menja se i ekspresija
dopaminskih receptora D1 i D2 (Carr, 2002; Kenneth D. Carr, 2007; Carr i sar., 2003; Gallardo i sar.,
2014).

1.5.2. Studije primene DR kod primata

Dve longitudinalne studije na ne¢ovekolikim primatima, koje su trajale vise od dve decenije
dale su oprecne rezultate o doprinosu DR zdravom starenju kod dugovec¢nih vrsta srodnih ljudima.

U populaciji rezus makakija Macaca mulatta gajenih u Nacionalnom centru za istraZivanje
primata u Viskonsinu (engl. Wisconsin National Primate Research Center, WNPRC), umerena DR
(70% slobodnog unosa hrane) uvedena u adultnom dobu smanjila je stopu smrtnosti do koje dolazi
usled starosti. Procenat prezivljavanja bio je 50% kod Zivotinja sa slobodnim pristupom hrani dok je
kod Zivotinja na reZimu DR prezivljavanje iznosilo 80%. Takode, DR je odlozila pocetak i smanjila
ucestalost patologija povezanih sa starenjem, konkretno, dijabetesa, raka, kardiovaskularnih bolesti i
atrofije mozga, pokazavsi nedvosmisleno da DR usporava starenje kod primata (Colman i sar., 2009).

Druga longitudinalna studija na rezus makakijima koja se bavila efektima DR sprovedena je
u Nacionalnom institutu za starenje (engl. National Institute on Aging, NIA). lako je u ovoj studiji
uocen poboljsan metaboli¢ki profil i manja incidenca kancera, DR nije smanjila incidencu
kardiovaskularnih bolesti niti je poboljsala prezivljavanje u odnosu na kontrolnu grupu sa slobodnim
pristupom hrani (Mattison i sar., 2012). Vazno je istaci da je stepen umanjenja unosa hrane kao i
starost u trenutku uvodenja DR bila ista kao i u prethodno pomenutoj studiji. Diskrepanca u
rezultatima ove dve studije sugeriSe da su efekti DR kod dugovecnih Zivotinja slozeni i verovatno
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zavise od razlicitih faktora sredine. Poznato je da se u navedenim studijama znacajno razlikovao
geneticki raznovrsnije od zivotinja u WNPRC studiji. Rezultati NIA studije skrenuli su paznju na
izuzetno vaznu Cinjenicu, da efekat DR nije univerzalno pozitivan, i da zavisi od sastava hrane i
rezima unosa hrane, kao i geneti¢kih predispozicija jedinki (Vaughan i sar., 2017).

1.5.3. Studije primene DR u humanoj populaciji

Devedesetih godina proslog veka, na Institutu za toksikologiju i ishranu u Holandiji (engl.
Toxicology and Nutrition Institute, TNO) sprovedena je studija u trajanju od 10 nedelja, u kojoj je 16
ispitanika muskog pola, starosti od 35 do 50 godina konzumiralo 20% manje hrane. Kod ispitanika
je uoCeno smanjenje telesne mase pretezno na racun telesnih masti, nizi krvni pritisak i povisen nivo
HDL holesterola u poredenju sa ispitanicima koji su imali slobodan pristup hrani (Velthuis-te Wierik
i sar., 1994).

U Oraklu, Arizona je sprovedena znatno duza studija pod nazivom Biosfera 2 (engl. Biosphere
2), u vidu ekoloskog 1 nau¢nog eksperimenta osmisljenog kao zatvoren ekoloski sistem koji imitira
je istrazivanje ljudskog zdravlja i dugovecnosti. Tokom eksperimenta, zbog ogranic¢ene proizvodnje
hrane unutar sistema, osmoro stanovnika Biosfere 2 (4 muskarca i 4 Zene) unosilo je ogranicen broj
kalorija ali iz nutritivno bogate hrane. Ishrana ucesnika u Biosferi 2 uglavnom je bila vegetarijanska,
bogata integralnim Zitaricama, mahunarkama, voéem i povréem, uz minimalnu upotrebu preradene
hrane. Tokom trajanja studije kod u¢esnika je zabelezen sniZen indeks telesne mase, kao i glikemija;
poboljSana osetljivost ¢elija na insulin, a bili su snizeni i markeri kardiovaskularnog zdravlja
trigliceridi, holesterol i krvni pritisak. Rezultati prikupljeni tokom ove studije su u skladu sa nalazima
iz studija na animalnim modelima, $t0 ukazuje da DR svoje dejstvo ostvaruje preko evolutivno
konzerviranih mehanizama. Takode, rezultati Biosfere 2 ukazuju da ¢ak i1 ozbiljnije ograni¢enje unosa
hrane kod ljudi ima blagotvorne posledice po zdravstveno stanje, sve dok su drugi aspekti ishrane
adekvatni (Walford i sar., 2002). Roj Valdorf, jedan od stanovnika i ispitanika Biosfere 2 osnovao je
,»drustvo kalorijske restrikcije* (engl. CR Society International), koje sacinjava grupa volontera koji
praktikuju rezim DR u trajanju od 3 do 15 godina. Kalorijski unos redukovan je u proseku za 30%
dok mikro- i makronutrijenti zadovoljavaju 100% neophodnog unosa. U poredenju sa ispitanicima sa
standardnim unosom hrane u Americi, ¢lanovi ovog drustva prijavljuju manji indeks telesne mase,
manji udeo telesnih masti, bolje vrednosti parametara kardiometabolickog zdravlja i sistemske
inflamacije, kao 1 poviSenu ekspresiju gena ukljuc¢enih u proces autofagije (Flanagan, Most et al.
2020).

Najveci znacaj u razumevanju efekata DR na ljudski organizam imala je CALERIE studija
(engl. Comprehensive Assessment of Long-term Effects of Reducing Intake of Energy, CALERIE).
Studija CALERIE 1 trajala je od 2002. do 2006. godine, a bila je fokusirana na efekte smanjenja
unosa kalorija za 20-25% u trajanju od 6 meseci ili 12 meseci kod negojaznih odraslih osoba. Kod
ispitanika je uoc¢eno poboljSanje kardiovaskularnih tegoba, osetljivosti ¢elija na insulin i smanjenje
nivoa F2 izoprostana, specificnog markera oksidativnog stresa i lipidne peroksidacije, Cime je
potvrdena bezbednost implementacije umerene restrikcije unosa hrane kod zdravih subjekata
(Flanagan i sar., 2020; Stewart i Martin, 2022).

Studija CALERIE 2 je trajala od 2007. do 2012. godine i imala je u fokusu efekte dugotrajne
DR od 25% kod 218 uéesnika oba pola starosti izmedu 21. i 51. godine. CALERIE 2 studija je
pokazala da DR moze znacajno smanjiti nivo subkutanog i visceralnog masnog tkiva cak i kod
zdravih jedinki sa normalnim indeksom telesne mase, $to doprinosi kardiovaskularnom i
metaboli¢kom zdravlju (Most i sar., 2018). Dugotrajna DR dovela je do sniZenja vrednosti LDL
holesterola (engl. low-density lipoprotein, LDL) i triglicerida, poveéanja vrednosti HDL holesterola
(engl. high-density lipoprotein, HDL) u krvi i smanjenog odnosa HDL/ukupni holesterol, uz nize
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vrednosti krvnog pritiska. Pobolj$anje metabolizma ugljenih hidrata pod dejstvom DR, ogledalo se u
poboljsanju funkcije B ¢elija pankreasa, boljoj toleranciji na glukozu, i nizim vrednostima insulina u
serumu. Gubitak telesnih masti bio je priblizno isti kod oba pola, dok je gubitak bezmasne telesne
mase bio je znacajniji kod muskaraca u odnosu na zene (Das i sar., 2017).

Iako dizajn studije nije bio namenjen pracenju efekta DR na duzinu Zivotnog veka podaci koji
su prikupljani tokom CALERIE studije koris¢eni su za procenu bioloskog starenja. Za razliku od
hronoloskog starenja koje se odvija istom brzinom za sve, biolosko starenje je moguce usporiti ili
ubrzati delovanjem faktora sredine (Belsky i sar., 2017). Na osnovu baze podataka CALERIE studije
i Klemera-Doubal metode (engl. Klemera—Doubal method, KDM) procenjena je bioloska starost
ucesnika na osnovu izmerenih vrednosti albumina, alkalne fosfataze, C-reaktivnog proteina, ukupnog
holesterola, kreatinina, glikozilovanog hemoglobina, sistolnog krvnog pritiska, uree, mokraéne
Kiseline 1 broja leukocita (Belsky i sar., 2017; Levine, 2013). Ovi parametri su posmatrani kao
svojevrsni biomarkeri procesa starenja, a njihovom analizom je zakljuc¢eno da primena DR ima
potencijal da poboljsa zdravstveni status i samim tim doprinese produzetku zivotnog veka, kao i
zdravog dela zivota kod ljudi, te da ispitanici podvrgavani DR pokazuju znake sporijeg bioloskog
starenjeau odnosu na ispitanike sa slobodnim pristupom hrani (Belsky i sar., 2017).

1.5.4. Alternativne restriktivne nutritivne strategije

1.5.4.1. Proteinska restrikcija

Odredeni eksperimentalni dokazi ukazuju da bi neki od neki od benefita DR mogli biti
posredovani smanjenim unosom proteina, kao i da proteinska restrikcija (PR) kao samostalna
intervencija moze produziti Zivotni vek organizama (Le Couteur i sar., 2016; Mirzaei i sar., 2014).

Jedna od najuticajnijih ranih studija na ovu temu uporedila je 40% DR sa 40% PR kod pacova
sa slobodnim pristupom hrani. Pacovi sa ograni¢enim unosom kalorija ziveli su 75% duze od
kontrolne grupe, dok su pacovi sa ograni¢enim unosom proteina imali produZen Zivotni vek od 15%
(Yu i sar., 1985). Brojne animalne studije su potvrdile da PR znacajno doprinosi nekim od benefita
koje ima DR, kao $to je duzina zivotnog veka (Barrows i Kokkonen, 1975; Goodrick, 1978; Horakova
i sar., 1988; Simpson i Raubenheimer, 2009). U svojoj studiji, autori Ayala i saradnici istakli su znacaj
ishrane bazirane na proteinskoj restrikciji na produkciju ROS od strane mitohondrija i stepen
oksidativnog ostecenja DNK i proteina (Ayala i sar., 2007).

Mehanizmi koji povezuju ishranu sa niskim unosom proteina i LPHC ishranu (engl. low
protein high carbohydrate, ishrana sa niskim unosom proteina a visokim unosom ugljenih hidrata) sa
starenjem se i dalje otkrivaju, a trenutni rezultati sugeriSu da mogu delovati istim mehanizmima kao
i DR, prvenstveno preko signalnih puteva posredovanih insulinom/insulinu slicnim faktorom rasta
(engl. Insulin-like growth factor 1, IGF-1) i mTOR (engl. mammalian target of rapamycin, mTOR)
(Le Couteur i sar., 2016).

1.5.4.2. Intermitentno gladovanje

Zbog nedoslednosti u odrzavanju kontinuirane DR u humanoj populaciji (Moreira i sar.,
2011), razvile su se alternativne nutritivne strategije, sa ciljem da reprodukuju ekvivalentne
zdravstvene benefite. Najpoznatiji pristup je takozvano intermintentno gladovanje (engl: intermittent
fasting, IF) Sirok pojam koji se koristi za opisivanje specifiénog obrasca unosa hrane u odredenim
vremenskim okvirima, koji mogu biti sati ili dani, bez nuzno uvodenja kalorijske restrikcije (Longo i
sar., 2021; Patterson i Sears, 2017). Drugim recima, hrana se konzumira tokom ograni¢enog
vremenskog perioda kako bi se produzilo vreme provedeno u gladovanju. Period tokom kog se hrana
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ne unosi je promenljiv, ali obi¢no se krece od 18 sati do nekoliko dana, dok se ishrana tokom
dodeljenog vremenskog perioda obi¢no odvija bez ogranic¢enja koli¢ine, odnosno ad libitum (AL)
(Anton i sar., 2018).

Postoji nekoliko oblika intermitentnog gladovanja, koji se definiSu prema trajanju i stepenu
restrikcije: konzumiranje hrane ograni¢eno na odredeno vreme (engl. time-restricted feeding, TRF),
gladovanje svaki drugi dan (engl. alternate-day fasting, ADF) i modifikovani ADF (Varady i sar.,
2013).

TRF je vrsta intermitentnog gladovanja u kojem se kalorije konzumiraju uvek u istom,
ograni¢enom, vremenskom intervalu, Koji obi¢no traje od 6 do 12 sati dok period gladovanja traje
12-18 sati (Varady i sar., 2013). Ovakav tip ishrane uskladuje metabolicke procese sa cirkadijalnim
ritmovima (Chaix i sar., 2019). Hroni¢ni poremecaji cirkadijalnih ritmova, poput onog koji se javlja
u slucaju rada u smenama, promovisu starenje i1 samim tim rizik od hroni¢nih bolesti povezanih sa
starenjem a TRF, zajedno sa regulisanim zivotnim navikama, moze ublaziti ove rizike (Chaix i sar.,
2019). Intervencija TRF kod pred-dijabeti¢nih osoba poboljsala je funkciju B-Celija pankreasa,
osetljivost ¢elija na insulin i dovela do smanjenja krvnog pritiska i oksidativnog stresa, nezavisno od
gubitka tezine (Sutton i sar., 2018). Ovi podaci ukazuju na potencijal da TRF rezltuje istim korisnim
efektima kao i kontinuirana primena DR. Medutim, za razliku od DR, TRF suzbija apetit, $to
doprinosi boljem pridrzavanju rezimu ishrane (Sutton i sar., 2018). TRF takode ¢uva miSi¢nu masu
uprkos gubitku masnog tkiva (Moro i sar., 2016), $to je velika prednost za primenu restrikcije hrane
kod starije populacije.

ADF je oblik povremenog gladovanja u kojem se hrana konzumira AL svakog drugog dana,
a u danima izmedu se gladuje. Gladovanje obicno pocinje nakon poslednjeg obroka u danu kada je
hrana dozvoljena. U zavisnosti od vremena konzumiranja narednog obroka vremenski okvir
gladovanja iznosi izmedu 24 i 36 sati. Ukoliko se gladovanje prekida nakon 24 sata, vremenski okvir
za konzumiranje hrane iznosi 24 sata. Ukoliko se gladovanje produzi na 36 sati, odnosno prekida se
prvim obrokom narednog dana, vremenski okvir za konzumiranje hrane iznosi 12 sati. Suprotno
uvrezenom misljenju, ADF ne rezultira prekomernim unosom hrane tokom dana kada je hrana
dozvoljena. U humanoj pilot studiji autori Catenacci i saradnici uporedili su efekat ADF sa efektom
standardne, kontinuirane DR. Iako je u slucaju ADF rezima energetski deficit bio znacajno veci,
nakon 8 nedelja primene, ova dva rezima rezultovala su priblizno istim gubitkom telesne mase, i
smanjenjem nivoa serumskih lipida. Ovakvi rezultati potvrdili su da je ADF efikasna i bezbedna
alternativna strategija za regulaciju telesne mase. (Catenacci i sar., 2016).

Ljudima atraktivniji pristup ADF je modifikovani ADF, u kojem je dozvoljen unos malog
procenta kalorija (tj. ~25% preracunatih dnevnih kalorijskih potreba, u proseku 500 kcal) tokom dana
gladovanja, dok se alternativnim danima ishrana odvija po AL principu. Randomizovano
kontrolisano ispitivanje autora Trepanowski i saradnika uporedilo je efekte modifikovanog ADF
rezima (25% kalorijskih potreba tokom dana gladovanja i 125% kalorijskih potreba tokom dana unosa
hrane) i kontinuirane DR (75% preracunatih dnevnih kalorijskih potreba svakodnevno), tokom
godinu dana (Trepanowski i sar., 2017). Nakon 6 meseci sprovodenja rezima ishrane, modifikovani
ADF nije pokazao znacajno drugacije rezultate u u gubitku mase ili promenama u telesnom sastavu,
krvnom pritisku, sr€anom ritmu, trigliceridima, glukozi i insulinu u odnosu na kontinuiranu DR. U
poredenju sa DR, modifikovana ADF dijeta je povecéala nivo HDL, ali je imala losiji rezultat u smislu
broja ispitanika koji su se pridrzavali predvidenog nacina ishrane (Trepanowski i sar., 2017).
Dosadasnji rezultati ukazuju da modifikovana ADF dijeta donosi sli¢ne benefite kao DR u pogledu
starenja. Nasuprot studiji autora Catenacci i saradnika, gde je u slu¢aju ADF rezima veci broj
ispitanika nastavio da praktikuje ovaj rezim ishrane i nakon zavrsetka studije, u studiji Trepanowski
1 saradnika je znatno veci broj ispitanika iz ADF grupe odustao od studije u odnosu na ispitanike iz
grupe kontinuirane DR. Navedeni rezultati govore da je izbor adekvatnog rezima ishrane shodno
navikama pojedinca od velikog znacaja za uspesnost njegove implementacije u stil zivota. lako ADF

15



rezim moze zvucati kao laksSe izvodljiv, njegova dugoro¢na primena moze postati teze primenjiva od
kontinuirane DR kod pojedinih ispitanika (Trepanowski i sar., 2017).

Preklinicke studije sugeriSu da rezimi povremenog gladovanja stimuliSu odbrambene ¢elijske
mehanizme koji su prisutni i kod primene DR, kao Sto su autofagija, smanjena proizvodnja ROS i
smanjenje nivoa proinflamatornih citokina (Anton i Leeuwenburgh, 2013). Ove molekulske i ¢elijske
aklimatizacije na povremeno gladovanje zapoCinju tokom faze gladovanja, a kod glodara su
posredovane smanjenjem IGF-1 za 50%, koje je drasti¢nije i brze u poredenju sa kontinuiranom DR
(Anton i sar., 2018). Tokom produzenog perioda gladovanja, dolazi do prelaska sa sinteze lipida i
skladiStenja masti na mobilizaciju slobodnih masnih kiselina i ketona dobijenih iz masnih kiselina.
Prelazak na potrosnju energije iz masnih Kiselina i ketona dobijenih iz masnih kiselina, poznat kao
metaboli¢ki preokret, moze biti odgovoran za mnoge osnovne zdravstvene aklimatizacije na
povremeno gladovanje (Flanagan i sar., 2020).

Poznato je da su i intermitentno gladovanje i kontinuirana DR efikasni u odlaganju starosno
zavisnih promena, ukljucujuéi kardiometaboliC¢ke poremecaje, pojavu tumora i kognitivni pad
(Holben i Marshall, 2017; Longo i sar., 2021; Most i sar., 2017; Patterson i Sears, 2017). Oba rezima
ishrane reguliSu metabolizam glukoze i lipida (Antoni i sar., 2018; Fontana i sar., 2010), promovisu
autofagiju (Abdulsada i sar., 2021; Bagherniya i sar., 2018), povecavaju produkciju vaznih
neurotrofina poput BDNF (Bagherniya i sar., 2018), §to sve vodi smanjenju inflamacije i oksidativnog
stresa (Mohr i sar., 2021).

1.6. Molekularni mehanizmi /signalni putevi u osnovi korisnih efekata DR

Objavljivanje rada Mekkeja i saradnika (McCay i sar., 1935) otvorilo je potrebu za
otkrivanjem mehanizama kojima DR ispoljava svoje protektivno dejstvo na starosno zavisnhe
promene. Jedno od predloZenih objasnjenja jeste da DR ostvaruje svoje efekte putem hormeze,
fenomena koji implicira da se organizam reagujuci na stresor manjeg inteziteta priprema na brzu i
adekvatniju reakciju na stresor jac¢eg inteziteta (Calabrese i Baldwin, 2003). U skladu sa time se moze
posmatrati i moguc¢i mehanizam dejstva dijetalne restrikcije, a koji ima i evolutivau osnovu. Naime,
smatra se da su organizmi koji su se tokom evolucije sretali sa deficitom nutrijenata bili prinudeni da
dostupne energetske zalihe preusmere sa rasta i reprodukcije na reparaciju i eliminaciju ve¢ nastalih
ostecenja strukture i funkcije ¢elije i odrzavanje osnovnih bioloskih procesa, §to je dovelo do sporijeg
starenja (Martel i sar., 2021). U tom kontekstu bi se DR posmatrala kao blagi stresor koji je pripremio
organizam na borbu protiv starenja, koje bi se u tom sluc¢aju posmatrala kao jaci stresor. U skladu sa
datom terorijom hormeze, Martel i saradnici su u svojoj studiji predlozili da DR, kao blagi stresor,
menja energetski status i ekspresiju molekula signalnih puteva odgovornih za detekciju nutrijenata i
odgovor c¢elije na stres: AMPK, mTOR, Nrf2 (engl. nuclear factor erythroid 2- related factor 2,
Nrf2), sirtuin-1 (SIRT1), FoXO (engl. foxhead box O, FoXO) i PGC-1 alfa (engl. Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1, PGC-1a). Smatra se da modulacija navedenih
evolutivno konzerviranih signalnih puteva koji produzavaju zivotni vek (engl. pro-longevity
signaling pathways) dovodi do aktivacije celijskih procesa poput autofagije i reparacije oStecenja
DNK i doprinosi otpornosti ¢elije na promene koje prate starenje (Martel i sar., 2021). Deluju¢i kao
stresor niskog intenziteta koji aktivira odbrambene i reparativne mehanizme organizma, DR
promovise prezivljavanje (Kouda i Iki, 2010).

Poznato je da je jedan od mehanizama kojim DR ostvaruje svoje korisne efekte i smanjenje
produkcije senescentnih ¢elija favorizovanjem procesa autofagije (Zhai i sar., 2022). Autofagija je
visoko regulisan i evolutivno konzerviran katabolic¢ki proces u kojem Celije razgraduju i recikliraju
sopstvene osteéene ili nepotrebne proteine i organele, kako bi odrzale homeostazu i funkciju. lako je
autofagija vaZzan proces u regulaciji rasta i diferencijacije ¢elije, najées¢i okida¢ autofagije je deficit
nutrijenata (Khandia i sar., 2019). U negativne regulatore autofagije svrstavaju se signalni molekuli:
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mMTOR, ribozomalna protein S6 kinaza (engl. ribosomal protein S6 kinase beta-1, p70 S6K), serin-
treonin protein kinaza B (PKB/Akt), kao i insulin/IGF-1, a u pozitivne regulatore AMPK i SIRT1
(Revuelta i Matheu, 2017) (Slika 1.3).

IGF-1 J l AMP>ATP l
NAD+ 00
— Si

\@
|
._@

Slika 1.3. Signalni putevi u osnovi efekata dijetalne restrikcije. Preuzeto i modifikovano iz (Zhai
i sar., 2022)

Autofagija je izuzetno slozen samoregulisSuci proces (Liu i sar., 2023) (Slika 1.4) koji se

pojednostavljeno moze opisati slede¢im kljuénim koracima:

1.

Regulacija otpocinjanja procesa autofagije: AMPK inhibira formiranje mTOR kompleksa 1
(engl. mTOR complex 1, mTORC1), ¢ime se smanjuje inhibitorni efekat mMTORC1 na
formiranje ULK1 kompleksa (engl: Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1, ULK1) i
time podsti¢e formiranje dvomembranske fagofore.

kompleks Beclin-1/VVPS34 (engl: vesicular protein sorting 34) podstice elongaciju fagofore i
formiranje autofagozomske vezikule, ispunjene zahva¢enim supstratom iz citoplazme. Naime,
aktivirana kinaza JNK (engl. c-Jun N-terminal kinase) razgraduje komplekse koje formira
Beclin 1, ¢ime dolazi do oslobadanja Beclinl proteina koji zatim aktivira VPS34 sa kojom uz
dodatne proteine formira kompleks $to sve zajedno podstice elongaciju autofagozomskih
vezikula.

Polimerni kompleks ATG5-ATG12-ATG16L (engl. autophagy related, ATG) se spaja sa
autofagozomskim vezikulama.

LC3 (engl. microtubule-associated protein 1 light chain 3) se ubacuje u autofagozome kroz
niz reakcija

Autofagozomi i lizozomi se spajaju kako bi formirali autolizozome. Unutar autolizozoma
hidrolaze razgraduju obuhvaceni sadrzaj, pri ¢emu se produkti razgradnje recikliraju, odnosno
vracaju nazad u citoplazmu i ponovo koriste u procesima biosinteze.

17



Nukleacija Inicijacija
(B\cl—ZIBCI-z(\/L) @Ta@(— Faktori rasta
@ (A/TG1 01 ngb /,_T\ Degradacija i
<« <— QAMP/K) ]_I: Nutritivni status  recikliranje

Beclin 1 (ATGAL
kompleks —~
ompleks @?4

UVRAG  (FIP200 Ig@\ T

A
Energetski status \
® {_ %

= ULK1 kompleks  (MAPK)
Y - ompleks & :
(ATGS)~ - ATCD 4

@E@ \ilr @E@ Fagofora Autofagozom Autolizozom

ATGS ATG12
(ATG16

[
/‘T"* TG7

@4

e

TK @ Fuzija
@ Lizozom

Slika 1.4. Faze procesa autofagije. Preuzeto i modifikovano iz (Chang i Zou, 2020).

1.6.1. Insulin i IGF-1 signalni put

Insulinski/IGF-1 signalni put (l11S) regulise rast, diferencijaciju i metabolizam celije u
odgovoru na dostupnost hranljivih materija. U studijama na model sistemima od nematoda do ¢oveka
pokazano je da je ovaj signalni put evolutivno konzerviran i da ima znacajnu ulogu u starenju, te
predstavlja metu delovanja potencijalnih terapeutika za odlaganje starosno zavisnih promena (Bartke,
2008). U skladu sa time je na primer, pokazano da DR kod ljudi smanjuje nivo cirkuliSu¢eg IGF-1,
insulina i glukoze (Zhai i sar., 2022).

IGF-1 je negativni regulator autofagije, a tu ulogu ispunjava vezujuci se za receptor sa tirozin
kinaznom aktivnoscu i uzrokujuci aktivaciju PI3K (engl. Phosphoinositide 3-kinase, PI13K) i Akt.
Aktivirana Akt zatim fosforiliSe FoXO transkripcione faktore, ¢ime dovodi do njihove inhibicije 1
posledi¢no smanjenja ekspresije LC3 i Beclin 1, gena ukljucenih u proces autofagije (Geffken i sar.,
2022; Sengupta i sar., 2009). Takode, IIS signalnom kaskadom dolazi do aktivacije mMTORC1 koji
inhibira autofagiju inhibicijom ULK1 proteinskog kompleksa. ULK1 je odgovoran za formiranje
fagofore, dvomembranske strukture koja ¢e tokom procesa elongacije 1 zatvaranja postati
autofagozom. (Zhai i sar., 2022). Literaturni podaci pokazuju da je nizak nivo IGF-1 u mozgu miseva
spregnut sa povecanom duzinom Zzivotnog veka i smanjenjem starosno uzrokovane smrtnosti
(Kappeler i sar., 2008).

1.6.2. AMPK signalni put

AMPK je jedan od centralnih regulatora metabolizma, koji vr$i detekciju energetskog statusa
¢elije na osnovu odnosa AMP/ATP (engl. adenosine triphosphate, ATP) i odrzava aktivnost ¢elije u
fizioloskom opsegu (Hardie i sar., 2012). Studije na model sistemima ukazale su da regulacija AMPK
signalnog puta moze da uti¢e na proces starenja (Hardie i sar., 2012). Ukoliko DR dovede do
pothranjenosti, smanjuje se sinteza ATP, a povecava nivo AMP. Snizeni odnos ATP:AMP aktivira
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AMPK koji dalje inhibira mTORC1, ¢ime ¢e ukida inhibitorno dejstvo mTORC1 na ULK1 i posredno
omogucava zapocinjanje procesa autofagije. Pored toga, AMPK pokrece proces autofagije i direktno,
fosforilacijom ULKZ1 na poziciji Ser317 (Kim i sar., 2011).

1.6.3. Sirtuini

Proteini iz porodice Sirtuina su NAD* zavisne histon-deacetilaze. Kod sisara, sirtuini
interaguju sa brojnim proteinima klju¢nim u regulaciju metabolizma, apoptoze i autofagije (Zhai i
sar., 2022). U uslovima niskog energetskog statusa, fosforilacija AMPK poveéava nivo NAD" koji ¢e
dovesti do aktivacije SIRT1, koji posledicno povecava ekspresiju ATG, proteinskih kompleksa
ukljucenih u proces autofagije. (Zullo i sar., 2018). Sa druge strane, SIRT1 moze pozitivno regulisati
autofagiju, fosforilacijom AMPK i aktivacijom AMPK signalnog puta, ¢ime dolazi do inhibicije
MTORC1 i aktivacije ULK1 (Wang i sar., 2023). Dodatni meahnizam kojim SIRT1 moZze promovisati
autofagiju jeste 1 deacetilacija FoXO 1 Beclinl proteina, i posledi¢na aktivacija nishodnih efektora
koji aktiviraju autofagiju. Dodatno, SIRT1 promovise nuklearnu translokaciju i deacetilaciju
transkripcionog faktora EB (engl. transcription factor EB, TFEB), aktivirajué¢i time p53 koji je
pozitivni regulator ATG gena i PI3K/Akt signalnog puta koji promovise autofagiju (Wang i sar.,
2023).

U odgovoru na DR dolazi do povefanja nivoa NAD', te posledi¢no aktivirani SIRT1
posreduje u efektima DR (Canto i Auwerx, 2009). Takode, pokazano je da DR povecéava nivo SIRT1
u mozgu miSeva sa Macado-Dzozefovom boles¢u (engl. Machado-Joseph disease, MJD), ¢ime
aktivira autofagiju, zna¢ajno smanjuje neuroinflamaciju doprinose¢i poboljsanju neuropatoloskog
stanja (Cunha-Santos i sar., 2016).

Poseban znacaj dat je mTOR signalnom putu, kao putu od interesa u ovoj tezi, zbog cega ¢e
biti opisan u zasebnom poglavlju.

1.7. mTOR signalni put

MTOR je evolutivno konzervirana serin/treonin kinaza ¢iji su homolozi pronadeni kod
kvasaca, valjkastih crva, biljaka i sisara (Takahara i Maeda, 2013). Otkriven je kao protein koji je
direktno inhibiran delovanjem rapamicina, preparata koji inhibira progresiju ¢elijskog ciklusa (Brown
I sar., 1994) interferirajuci sa aktivacijom p70 S6K (Fok i sar., 2013). Kod visecelijskih eukariota,
ukljucujuci sisare, mTOR je kodiran jednim genom a njegov proteinski produkt je komponenta dva
razli¢ita proteinska kompleksa: mTORC1 i mTORC2 (engl. mTOR complex 2) (Saxton i Sabatini,
2017) koji se razlikuju funkcionalno i strukturno (Hara i sar., 2002; Kim i sar., 2002; Sarbassov i sar.,
2004). mTORC1 funkcionise kao senzor nutrijenata i energije, reguliSuci sintezu proteina i
proteostazu, dok mTORC2 ucestvuje u signalizaciji faktora rasta, regulaciji citoskeleta i metabolickih
procesa, kao i aktivaciju PKB/Akt (Bai i Jiang, 2010).

U sastav oba mTOR proteinska kompleksa pored mTOR ulaze proteini mLST8 (engl. mTOR
Associated Protein, LST8 Homolog) i DEPTOR (engl. DEP domain-containing mTOR-interacting
protein). Proteini RAPTOR (engl. regulatory-associated protein of mTOR) i PRAS40 (engl. proline-
rich Akt substrate of 40 kDa) specifi¢ni su za mTORC1, dok RICTOR (engl. rapamycin-insensitive
companion of mTOR), mSINL1 (engl. stress-activated map kinase-interacting protein 1) i Protor 1/2
ulaze u sastav mTORC?2 kompleksa (slika 1.5).

mTOR ima nekoliko mesta fosforilacije van katalitickog domena, koja Sluze za njegovu
dodatnu aktivaciju i koja su visoko konzervirana kod svih ki¢menjaka. mTORC]1 sadrzi mTOR
fosforilisan na poziciji Ser2448, dok mTORC2 sadrzi pretezno mTOR fosforilisan na poziciji
Ser2481 (Copp i sar., 2009).
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Slika 1.5. mTOR kompleks 1 i mMTOR kompleks 2. U izgradnji oba kompleksa pored mTOR
ucestvuju proteini mMLST8 i DEPTOR. U sastav kompleksa 1 ulaze proteini PRAS40 i RAPTOR dok
u sastav kompleksa 2 wulaze RICTOR, mSIN1 i Protor. Preuzeto i izmenjeno sa
https://www.assaygenie.com/blog/understanding-the-mtor-signaling-pathway.

mTORC1 je uklju¢en u odgovor celije na razli¢ite vancelijske stimuluse i signale
meducelijske komunikacije, poput amino kiselina, hormona, faktora rasta, 1 kiseonika, koji pokrecu
MTOR-zavisne anabolicke procese kao $to su sinteza nukleotida, lipida i1 proteina, uz istovremenu
inhibiciju autofagije, $to rezultuje stimulacijom ¢elijskog rasta i proliferacije (Saxton i Sabatini, 2017)
(Roux 1 Topisirovic, 2018). mTORCL je klju¢ni signalni molekul koji reguliSe proces autofagije.
Kada je mTORCL signalni put aktiviran, proces autofagije je inhibiran, dok inhibicija mTORC1
signalnog puta ima suprotne efekte, odnosno promovise autofagiju (Saxton i Sabatini, 2017).

Regulatori ¢elijskog metabolizma poput insulina i IGF-1, koji pokrecu PI3K/PDK1/Akt
(PDK1, engl. 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1) signalnu transdukciju aktiviraju
MTORC1. Vezivanjem insulina ili IGF-1 za IGF-1 receptor sa tirozin kinaznom aktivnos¢u (IGF-1R)
dolazi do autofosforilacije IGF-1R i supstrata insulinskog receptora (engl. insulin receptor substrate
1, IRS-1). Za fosfo-tirozinske ostatke IRS-1 vezuje se PI3K koji fosforilise PIP2 (engl:
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PIP2) i nastaje PIP3 (engl. phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate, PIP3), koji regrutuje PDK1 do membrane, gde PDK1 dalje aktivira Akt, fosforilacijom
na poziciji Thr308. Dalje Akt promovise aktivnost mTORC]1 dvojako:

1. Direktno, fosforilacijom proteina PRAS40 na poziciji Thr246 (Bai i Jiang, 2010), koji je u
nefosforilisanom obliku vezan za mTORCL i inhibira njegovu aktivnost.
2. Indirektno, inhibitornom fosforilacijom GTPaznog aktivatora TSC2, koji se nalazi u sklopu

TSC1/2 kompleksa (engl. Tuberous sclerosis complex, TSC1/2), na pozicijama Ser939, Ser981 i
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Thr1462, sto dovodi do aktivacije malog proteina G - Rheb (engl. RAS homolog enriched in

brain, Rheb) ushodnog regulatora mTORC1 (Inoki i sar., 2002).

Uklanjanje navedenih inhibitornih interakcija dovodi do aktivacije mTORC1. Dodatna
aktivacija mTORCL1 nastaje fosforilacijom samog mTOR na poziciji Ser2448 od strane Akt.
Aktivirani mTORCT1 fosforilise p70 S6K na poziciji Thr389 i protein 4E-BP1 na pozicijama Thr37,
Thr46, Ser65, Thr70 i Ser83, ¢ime inhibira 4E-BP1 i omogucava inicijaciju translacije (Bai i Jiang,
2010) (Slika 1.6).

MTORC?2 takode ima brojne funkcije u ¢eiji. Ukljucen je u kontrolu savijanja proteina i
degradaciju nepravilno savijenih proteina i kontroliSe transport jona (Papadopoli i sar., 2019).
mTORC2 regulise organizaciju citoskeleta i aktivnost serin/treonin kinaza AGC familije, u koju se
ubrajaju i Akt i SGK1 kinaze (engl. serum/glucocorticoid regulated kinase 1, SGK1), te na taj nacin
igra ulogu i u regulaciji apoptoze (Oh i Jacinto, 2011). mTORC2 je ukljucen i u regulaciju
metabolizma glukoze i lipida preko Akt-zavisnih i Akt-nezavisnih signalnih puteva (Papadopoli i sar.,
2019).

Aktivnost mMTORC2 je kao i aktivnost mMTORCL regulisana od strane insulina, IGF-1 i leptina
posredstvom PI3K proteina (Kennedy i Lamming, 2016; Park i Ahima, 2014). Na nacin gore opisan
PDK1 posreduje u fosforilaciji Akt aktivacione petlje na poziciji Thr308, pri ¢emu dolazi do
delimic¢ne aktivacije Akt kinazne aktivnosti. Takode, PI3K prevodenjem PIP2 u PIP3 omogucava
formiraju mesta za ukotvljavanje Akt, PDK1 i mTORC2 i dalju interakciju PIP3 sa mSIN1 proteinom.
Data interakcija dovodi do konformacione promene i uklanjanja inhibitorne interakcije mSIN1 sa
mTORC2 (Liu i sar., 2015; Smith i Collins, 2020) i pozicioniranja mTORC2 blize membrani. Po
pozicioniranju mTORC2 do membrane dolazi do autofosforilacije mTOR na poziciji Ser2481, §to se
smatra markerom njene aktivnosti. Tako aktivirani mTORC?2 ¢e fosforilisati hidrofobni motiv Akt na
poziciji Ser473. Na taj nacin, sa ove dve fosforilacije Akt (Thr308 i Ser473) se postize puna aktivacija
Akt (Panwar i sar., 2023). Potpuno aktivirana Akt fosforiliSe nishodne supstrate poput FoXO1/3A i
SGK1 (Smith i Collins, 2020) (slika 1.6).
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Raptor
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mTORCA1 Ser2481

Slika 1.6. Aktivacija mTORC1 i mTORC2. Preuzeto i izmenjeno iz (Thobe i sar., 2017).

1.7.1. Aktivacija i medusobna regulacija mTORC1 i mTORC2

Fosforilacija Akt se moZe deSavati na nekoliko pozicija, ali je za njenu aktivaciju bitna gore
pomenuta fosforilacija na dve pozicije: u katalitickom domenu, odnosno aktivacionoj petlji na
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treoninu 308. mesta (Akt Thr308) i u homologom domenu na serinu 473. mesta (Akt Ser473)
(Mahajan i Mahajan, 2012). Dok je za fosforilaciju Akt Thr308 odgovorna PDK1 (Alessi i sar., 1997),
fosforilacija Akt Ser473 je regulisana sa 10ak razlicitih kinaza, medu kojima je i mMTORC?2 (Sarbassov
i sar., 2005). Za aktivaciju mTORC1 u insulinskom signalnom putu neophodna je fosforilacija Akt
na poziciji Thr308, dok pozicija Ser473 ne mora biti fosforilisana. Medutim, za potpunu aktivnost
Akt neophodno je da oba mesta budu fosforilisana (Guertin i sar., 2006) Na ovaj na¢in mTORC2
doprinosi aktivaciji mMTORC1 (Szwed i sar., 2021). Aktivacija mTORCI1 nishodno fosforilise i
aktivira p70 S6K, koja ¢e fosforilisati negativna regulatorna mesta na IRS-1. Fosforilacija IRS-1 na
tim mestima favorizovace njegovu ubikvitinaciju i degradaciju, ¢ime se smanjuje kolic¢ina dostupnog
IRS-1 za prenos insulinskog signala i posledi¢no fosforilacija PI3K. Kako aktivnost mTORC?2 zavisi
od PI3K/Akt signalizacije, smanjena fosforilacija PI3K dovesce do inhibicije mTORC?2 (Szwed i sar.,
2021). Medutim, u uslovima produZene inhibicije insulinske signalizacije, izostajanje fosforilacije
Akt Ser473, ¢e dovesti do inhibicije mTORCI1 (Breuleux i sar., 2009; Guertin i sar., 2006; Ikenoue i
sar., 2008).

Vazno je napomenuti, da mTORC1 i mTORC?2 imaju alternativne puteve aktivacije, kao Sto
je odgovor na prisustvo amino kiselina. U uslovima niskog nivoa amino kiselina i glukoze mTORC1
aktivnost biva inhibirana od strane AMPK, direktno, fosforilacijom raptora i indirektno, preko TSC2
(Szwed i sar., 2021). mTORC?2 takode moze biti osetljiv na nutritivni stres, ali se za razliku od
MTORC1, usled smanjene dostupnosti amino kiselina (prvenstveno glutamina) i glukoze, desava
aktivacija mTORC2. Usled deficita glukoze, AMPK direktno aktivira mTORC2 putem fosforilacije
proteina mTOR i verovatno Rictor, u prisustvu minimalne aktivacije PI3K signalnog puta (Szwed i
sar., 2021). U uslovima niskog energetskog statusa protein Sestrin2 interaguje sa mTORC2, a
interakcija Sestrin2-mTORC?2 pracena je inhibicijom mTORCI aktivnosti. Naime, Sestrin2 stimulise

GATOR2/mTORC?2 interakcija. GATOR?2 pozitivno reguliSe mTORC] inhibiraju¢i GATORI (engl.
GTPase-activating protein (GAP) activity toward Rag 1), proteinski komleks koji negativno regulise
aktivnost MTORC1 (Muller i sar., 2024). Interakcijom Sestrin 2/GATOR 2, GATORL ostaje aktivan
i inhibira mTORC1 aktivaciju u odsustvu glutamina. lako pri normalnim nutritivnim uslovima Akt
Ser473 podstice aktivaciju mTORCI, u stanju deficita glutamina, negativni regulatori poput Sestrin2-
GATOR2 i FoXO-TSC2 dominiraju, §to odrzava mTORCI1 u neaktivnom stanju uprkos visokoj
kataliti¢koj aktivnosti Akt (Szwed i sar., 2021).

Imajuéi u vidu prethodno navedeno moze se re¢i da aktivacija mTORC1 i mTORC2 zavisi od
¢elijskog energetskog statusa, koji se odrazava kroz nivo ATP, ADP i AMP. U energetskom suficitu,
Akt fosforilise TSC2 i PRAS40, ¢ime uklanja inhibiciju mTORC1. Kada se usled energetski
zahtevnih procesa, aktiviranih od strane mTORCI1, smanji ATP i1 pove¢a AMP, aktivira se AMPK,
koja fosforilise TSC2 i1 Raptor, ¢ime inhibira mTORCI. Istovremeno, smanjena fosforilacija Akt
(usled smanjenog PI3K signala) dodatno slabi aktivaciju mTORC1. Za razliku od mTORC1,
mTORC?2 pokazuje slozeniji odgovor na energetski stres. Dok visok nivo ATP podrzava njegovu
aktivaciju kroz PI3K/Akt signalizaciju, energetski deficit moze direktno stimulisati mTORC2. Ova
regulacija mTORC2 u uslovima niskog nivoa ATP moze sluziti kao mehanizam prezivljavanja celije
u stresnim uslovima (Szwed i sar., 2021).

1.8. Uloga mTOR signlanog puta u procesu starenja

Na brojnim model organizmima je potvrdeno da je mTOR signalni put ukljucen u regulaciju
procesa starenja a da tretman rapamicinom moze produziti zivotni vek (Kennedy i Lamming, 2016).
Naime, poznato je da je rapamicin sposoban da izazove efekte sliéne efektima DR u pogledu
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produzetka zivotnog veka i o¢uvanja fizioloskih funkcija tokom starenja, medu velikim brojem vrsta
(Unnikrishnan, Kurup et al. 2020). Tu svoju ulogu rapamicin ostvaruje zahvaljujuci ulozi koju mTOR
ima u detekciji nutrijenata. Fok i saradnici bili su prva grupa autora koja je uporedila efekte DR i
rapamicina, 1 pokazala da Sestomese¢ni tretman rapamicinom i DR (60% od AL unosa) inhibiraju
MTOR u jetri u istoj meri (Fok, Zhang et al. 2013).

Medutim, rezultati studija koje su ispitivale inhibiciju, odnosno aktivaciju mTORC1
signalnog puta tokom fizioloskog starenja su opre¢ni, obzirom da se u rezultatima pojedinih autora
isti¢e da se MTORC1 signalizacija u tkivima glodara povecava tokom starenja (Sengupta i sar., 2010),
dok su u drugim studijama autori dosli do zakljucka da je mTORCL1 signalizacija tkivno specifi¢na,
tj. povisena u odredenim tkivima tokom starenja, a smanjena u drugim (Baar i sar., 2016). Humane
studije na ovu temu su oskudne, i iako neke sugeri$u da postoji starosno zavisno smanjenje aktivacije
MTORC1 signalnog puta (Harries i sar.,, 2012) kao i u sluaju model sistema rezultati su
nekonzistentni (Francaux i sar., 2016; Sandri i sar., 2013). Svi ovi podaci ukazuju da ne postoji
univerzalni obrazac mTORC1 promena tokom starenja. Medutim, na osnovu nivoa eskpresije
MTORC1 puta u adultnom dobu i promenama koje se tokom starenja deSavaju, kao i efekata koje
blokiranje mTORCI od starne rapamicina ima na produzetak zivotnog veka, smatra se da postoji
optimalni nivo mTORCI1 signalizacije razli¢it u razli¢itim starosnim grupama u adultnom dobu, dok
bi u starijem dobu taj nivo trebao da bude drugaciji. Naime, ono $to se smatra fizioloSkim nivoom
MTORC1 signalizacije u adultnom dobu, odnosno u periodu reproduktivne zrelosti moze biti
previsoko da bi se omogucilo zdravo starenje u celijama i tkivima (Blagosklonny, 2009)
(Blagosklonny, 2010) te otuda i inhibicija mTORCL signalnog puta od strane rapamicina, dijetalne
restrikcije ili genetickih manipulacija, ima sposobnost da produzi zivotni vek (Szwed i sar., 2021) i
moze suzbiti neke od karakteristika starenja poput poremecene regulacije detekcije nutrijenata,
slabljenja funkcije mitohondrija, narusene proteostaze, i gubitka rezervi stem celija (Lopez-Otin i
sar., 2013). Obzirom da se starenje zaista karakteriSe intenzivnim metabolickim promenama, i da
MTOR ima centralnu ulogu u ¢elijskom metabolizmu, to ga ¢ini idealnom metom za delovanje
tretmana i terapeutika koji odlazu ili usporavaju proces starenja (Szwed i sar., 2021).

MTORC1 je i vazan regulator oksidativnog stresa jer podsti¢e mitohondrijsku biogenezu i
oksidativni metabolizam. Inhibicija mTORC1 smanjuje broj mitohondrija i spre¢ava pojavu
senescencije u jetri starih miSeva, te podstice autofagiju, koja ima klju¢nu ulogu, narocito tokom
starenja, u odrzavanju proteostaze i eliminaciji osteCenih proteina i organela. Smanjenje aktivnosti
mTORC]1 takode za prevenira pad imunoloske funkcije tokom starenja. Kod miseva rapamicin
obnavlja hematopoezu hematopoetskih mati¢nih ¢elija i povecava imuni odgovor na virusne i
bakterijske patogene. Uzimajuéi u obzir sve literaturne podatke, moze se zakljuciti da inhibicija
mTORCI u razli¢itim tkivima moze da uspori starenje razli¢itim mehanizmima, po¢ev od inhibiranja
senescencije, stimulisanja autofagije, kao i o¢uvanjem rezervoara mati¢nih ¢elija (Szwed i sar., 2021).

Otkri¢e da i mTORC?2 signalizacija moZze biti naruSena tretmanom rapamicinom otvorila je
pitanje da li rapamicin ostvaruje efekat na duzinu Zivotnog veka samo preko mTORCI1. Poznato je
da se mTOR kompleksi 1 i 2 razlikuju u pogledu osetljivosti na rapamicin. Dugi niz godina vladalo
je misljenje da je mMTORCI1 osetljiv na rapamicin dok mTORC2 nije, ali je ovakvo stanoviSte pobijeno
eksperimentima koji su ukljucivali produzeni tretman rapamicinom. Naime, u studiji koju su sproveli
Sarbassov i saradnici ustanovljeno je da je mTOR kompleks 1 osetljiv kako na akutni tako i na
hroni¢ni tretman rapamicinom, dok je kompleks 2 osetljiv samo na produzeni tretman (Sarbassov i
sar., 2006).

lako je ciljana inhibicija samo mTORCI1 dovoljna da produzi zivotni vek (Lamming i sar.,

temu ima oprec¢nih rezultata. Rezultati studija u kojima je pokazano da kalorijska restrikcija inhibira

PI3K/Akt signalizaciju pokazuju da inhibicija mTORC2 signalizacije doprinosi dugovec¢nosti

(Mercken i sar., 2013). Suprotno, studija koja je pokazala da izostanak ekspresije Rictora, klju¢nog

proteina mTORC2 kompleksa, znacajno skracuje zivotni vek muzjaka, ali ne i zenki miseva ukazuje
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da mTORC2 inhibicija ima negativan uticaj na zivotni vek i da je ovo dejstvo polno zavisno
(Lamming i sar., 2014). U studiji sa mi§jim modelom Rictor™*2!~"~ pokazano je da je izostanak
ekspresije Rictora u neuronima hipotalamusa spregnuto sa smanjenjenjem lokomotorne aktivnosti,
losom tolerancijom na glukozu, razvojem insulinske rezistencije i povecanjem krhkosti, $to skupa
rezultuje kra¢im zivotnim vekom (Chellappa i sar., 2019).

1.9. Uloga mTOR signalnog puta u kongitivnim procesima

Brojne studije takode ukazuju da inhibicija mTORCL i aktivacija autofagije leze u osnovi
mehanizma kojim DR ispoljava svoja protektivna svojstva (Blagosklonny, 2010; Morselli i sar.,
2010; Wu i sar., 2009), te da je sposobnost DR da spre¢i starosno zavisni pad u kognitivnim
funkcijama posredovan regulacijom mTOR signalnog puta i procesom autofagije (Adamsii sar., 2008;
Dal-Pan i sar., 2011).

Uloga mTOR signalnog puta u razvoju patologije neurodegenerativnih bolesti je od ranije
poznata (Maiese i sar., 2013; Troca-Marin i sar., 2011). U mnogim neurodegenerativnim bolestima
uocena je povisena aktivacija mTORC1 (Maiese i sar., 2013; Troca-Marin i sar., 2011), dok je u
studijama rapamicinom izazvane inhibicije mTORC1 signalizacije kod miSeva pokazano usporavanje
toka starosno zavisnih neurodegenerativnih bolesti (Harrison i sar., 2009). U tom kontekstu,
pretpostavka je da su starenjem spregnuta visa aktivnost MTORC1 i posledi¢na inhibicija autofagije
odgovorne za pocetak starosno zavisnih neurodegenerativnih promena i pojava bolesti.

Interesantno je da nasuprot ove potencijalno negativne uloge koju mTOR igra u patogenezi
neurodegenerativnh bolesti, postoje podaci koji ukazuju na klju¢nu ulogu mTOR proteina u
morfogenezi dendrita, sinapti¢koj plasti¢nosti i konsolidaciji dugotrajne memorije (Urbanska i sar.,
2012; Yang i sar., 2008). Naime, sinapticka plasti¢nost bazira se na sposobnosti sinapsi da tokom
vremena menjaju svoju ja¢inu u odgovoru na aktivaciju, odnosno na procesima dugotrajne
potencijacije (engl. long-term potentiation, LTP) i dugotrajne depresije (engl. long-term depression,
LTD) koji igraju centralnu ulogu u u¢enju i memoriji (Brown i sar., 2022). Dok se u LTP sinapticka
snaga izmedu dva neurona povecava nakon §to su ti neuroni aktivirani u Kratkom vremenskom
intervalu, LTD se odnosi na smanjenje efikasnosti sinaptickog prenosa izmedu neurona, $to se dogada
kada neuroni imaju razli¢ite vremenske obrasce aktivacije. LTP je obi¢no dugotrajan i moze trajati
od nekoliko minuta do nekoliko sati ili ¢ak dana, a smatra se da je kljucan za formiranje dugoro¢nih
se¢anja. LTD je pak proces u kojem su sinapticke veze izmedu neurona "oslabljene", §to smanjuje
efikasnost prenosa signala izmedu njih. LTD takode igra klju¢nu ulogu u ucenju i memoriji, jer
omogucava filtriranje informacija i prilagodavanje mreza neurona iskustvima i novim informacijama,
¢ime se omogucava fleksibilnost u u¢enju (Brown i sar., 2022).

Pokazano je da akutna inhibicija mTORC1 asocira sa deficitom LTP (Tang i sar., 2002), ali
da inhibicija mTOR takode moze blokirati i LTD (Huber i sar., 2001). Izmene u funkciji mehanizama
koji drze mTORCI u inhibiranom stanju rezultuju pojacanom aktivacijom mTOR signalnog puta,
dovode¢i do znacajnih izmena u sinapti¢koj plasti¢nosti (LTP i LTD) i naruSene funkcije memorije
(Hoeffer i Klann, 2010). Ovakvi rezultati pokazuju da aktivacija i inhibicija mTORC1 zapravo
funkcioniSu kao reostat koji harmonizuje dugotrajne promene sinapticke funkcije (Halloran i sar.,
2012). Stavise, povisena aktivacija mTOR u neuronskim progenitorima i neuronskim prekursorima
tokom razvojnog perioda moze rezultovati deficitima plasti¢nosti i memorije (Hoeffer i Klann, 2010)
kao i izmenjenom ekscitabilnoscéu, sugeriSu¢i da adekvatna plasticnost zahteva mTOR aktivnost u
okviru koje je moguca optimalna regulacija sinteze proteina u sinapsama. Prema podacima iz studije
Halorana i saradnika, redukcija mTOR aktivnosti u mozgu za 30% tokom 16 nedelja, dovodi do
poboljsanja performansi C57BL/6 miseva u kognitivnim zadacima koji ukljucuju dugotrajnu
plasti¢nost i koji su zavisni od hipokampusa i/ili kore velikog mozga (Halloran i sar., 2012). U
kombinaciji sa postoje¢om literaturom o mTOR funkciji (Hoeffer i Klann, 2010; Huber i sar., 2001;
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Sarbassov i sar., 2005; Tang i sar., 2002), ovi rezultati sugerisu da iako akutna i potpuna inhibicija
mTOR narusava plasti¢nost neophodnu za dugotrajnu memoriju (Hoeffer i Klann, 2010; Tang i sar.,
2002), diskretna, hroni¢no smanjena aktivnost mTOR (u ovom slucaju 30%) moze poboljsati ucenje
kod mladih zivotinja i memoriju kod starih Zivotinja.

U skladu sa ovim rezultatima smatra se da DR upravo preko inhibicije aktivnost mTOR
(Dogan i sar., 2011) moze poboljsati kognitivne funkcije kod eksperimentalnih zivotinja (Halloran i
sar., 2012). U prilog ovoj hipotezi govori i studija sa C57BL/6J miSevima, koji su hranjeni hranom
obogac¢enom rapamicinom tokom razli¢itih perioda zivota. Haloran i saradnici su pokazali da je
rapamicin pobolj$ao kognitivne funkcije kod mladih Zivotinja i zaustavio starosno zavisni kognitivni
pad kod starijih Zivotinja (Halloran i sar., 2012). Sli¢ni rezultati uo¢eni su i u studiji sa transgenim
misevima koji prekomerno eksprimiraju prekursor amiloidnog proteina (engl. Amyloid precursor
protein, APP). Oralnom administracijom rapamicina postignuta je sistemska inhibicija mTOR
signalnog puta, koja je rezultovala produZzetkom Zivotnog veka u pomenutom misjem modelu AB, a
zivotinje koje su dobijale hranu obogadenu rapamicinom nisu razvijale simptome izmenjenog
prostornog u¢enja i memorije koji su tipi¢ni za AB fenotip (Spilman i sar., 2010). Liao i saradnici
pokazali su da u kortikalnim neuronima u kulturi, po stimulaciji BDNF-om dolazi do pozitivne
regulacije transkripcije nekoliko stotina proteina, medu kojima su neki pod kontrolom mTOR a
kodiraju proteine koji uti¢u na neuronsku aktivnost ili oblik dendritskih trnova $to objaSnjava kako
MTOR-regulisana lokalna translacija doprinosi sinaptickoj i strukturnoj plasti¢nosti (Liao I sar.,
2007). mTOR kontrolise i lokalno sintezu nekih proteina koji ucestvuju u razviéu neurona,
polarizaciji, i autofagiji na postsinaptickim membranama (Switon i sar., 2017) $to sve zajedno sa gore
navedenim jo§ jednom ukazuje na kljuénu ulogu mTOR u efektima koje DR ispoljava na nervni
sistem.

1.10. Uloga mTOR signalnog puta u regulaciji anksioznosti

Farmakoloske manipulacije inhibitorima mTORCI signalnog puta imale su i anksiogene i
anksioliticke efekte. Diskrepanca u odgovoru na farmakolosku manipulaciju mTORCI1 signalnog
puta pomocu propisanih inhibitora rezultat je razli¢itih doza, nacina primene, starosti subjekata i
kori§¢enog animalnog modela, kao i moguc¢ih prethodno postojecih neuroloskog ostecenja ili
neuropsihijatrijskih predispozicija kod ljudi (Koehl i sar., 2021). Osim toga, pokazano je da izlaganje
blagim stresorima inhibira mTORC1 signalizaciju u hipokampusu, dok istovremeno dovodi do
ispoljavanja ponasanja nalik anksioznom (Hebda-Bauer i sar., 2019). Takode, brzo-delujuéi
antidepresivi koji ispoljavaju i anksioliticko dejstvo stimulisu aktivaciju mTORC1 signalnog puta u
medijalnoj preceonoj kori velikog mozga (Guo i sar., 2016). Vezbanje koje stimuliSe mTORC1
aktivnost u hipokampusu i kori velikog mozga takode smanjuje incidencu anksioznosti (Koehl i sar.,
2021). Tretman muZzjaka miSeva analogom rapamicina, everolimusom, doveo je do pogorSanja u
ponasanju nalik anksioznom (Russo i sar., 2016), dok je hroni¢ni tretman rapamicinom imao
anksiogeni efekat kod muzjaka pacova, kao 1 kod miSeva u modelu Fragilnog X sindroma,
neuroloSkog poremecaja za koji je karakteristi¢na poja¢ana aktivacija mTORCI signalnog puta (Saré
i sar., 2018).

Sa druge strane, u humanim studijama, tretman everolimusom je smanjio anksiozno i
depresivno ponasanje pacijenata kod kojih je izvrSena sréana transplatacija (Lang i sar., 2009).

Hadzamitski i saradnici pokazali su da kod pacova tretman rapamicinom pogorSava ponasanje
nalik anksioznom ali ne uti¢e na nivo fosfo-p70 S6K (Hadamitzky i sar., 2018). Ovakav rezultat,
naveo je autore na zaklju¢ak da pogorSanje u ponaSanju nalik anksioznom uoceno nakon tretmana
inhibitorima mTOR ne moze direktno biti pripisano mTOR-zavisnim mehanizmima. Oprecno, U
studija autora Koehl i saradnika u kojoj je direktno testirana uloga p70 S6K u regulaciji anksioznosti,
pokazano je da odsustvo ekspresije ovog proteina kod eksperimentalnog misjeg modela pogorsava
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ponasanje nalik anksioznom i sugeriSe da poviSena anksioznost moze biti povezana sa inhibicijom
MTORCL puta (Koehl i sar., 2021).

Haloran i saradnici su u svojoj studiji pokazali da je tretman rapamicinom imao anksioliticko
1 antidepresivno dejstvo kod misSeva oba pola, u vremenskim tackama koje predstavljaju ranu adultnu,
adultnu, starije adultnu i staru zivotnu dob (Halloran i sar., 2012). U istoj studiji, kod Zivotinja
tretiranih rapamicinom detektovan je znacajno vis$i nivo monoamina noradrenalina, dopamina i
serotonina, i to narocito u srednjem mozgu. Kako je srednji mozak bogat dopaminskim neuronima
naro¢ito u regionima SNc¢ i VTA, zbog projekcija dopaminskih puteva (nigrostrijatumskog,
mezokortikalnog i mezolimbi¢kog) povecan nivo monoamina izmeren je i u strijatumu, kori velikog
mozga, kao i akumbensu (Halloran i sar., 2012). Sve ovo implicira da se efekat rapamicina na
kognitivne i nekognitivne ponasajne odgovore Zivotinja ispoljava barem delimi¢no i modulacijom
monoaminskih puteva u mozgu (Halloran i sar., 2012).

Sveobuhvatno, trenutno dostupni podaci u literaturi ukazuju na potrebu za daljim
istrazivanjem promena U mTORC1 signalizaciji u kontekstu anksioznosti, u cilju sagledavanja uslova
pod kojima dolazi do anksioliti¢kog ili anksiogenog efekta.

1.11. Univerzalnost korisnih efekata DR

Uvodenje DR nosi sa sobom odredene rizike poput pravilnog ,,doziranja* odnosno procene
adekvatnog stepena restrikcije, smanjenog unosa makro- i mikronutrijenata, i smanjenja misi¢ne ili
cak kostane mase koja se moze desiti paralelno sa gubitkom masnog tkiva. Optimalno umanjenje
kalorijskog unosa je protektivno u procesu starenja jer minimalizuje potencijalne Stetne posledice na
fizi¢ku kondiciju i mentalno zdravlje (Flanagan i sar., 2020).

lako su preklinicke studije na glodarima pokazale da restrikcija unosa hrane u opsegu 10-40%
ostvaruje povoljne efekte na biomarkere starenja, zivotni vek i zdravi deo zivotnog veka, klju¢na
studija o ,,poluizgladnjivanju* koju su sproveli Keys i saradnici (Keys i sar., 1950), ¢esto se spominje
u kontekstu upitne primene DR kod ljudi. U navedenoj studiji, nakon kontrolnog perioda od 12
nedelja tokom kojih su dobijali adekvatnu ishranu, mladi muskarci podvrguti su rezimu ishrane kojim
su unosili u proseku 1570 kalorija dnevno, poreklom pretezno iz ugljenih hidrata, tokom 24 nedelje,
Sto je predstavljalo redukciju unosa kalorija od 40%. Po zavrSetku studije, ispitanici su imali prosecni
gubitak telesne mase od 25% od ¢ega su otprilike dve trecine bile telesne masti, a jedna trecina telesna
masa bez masti. Ova studija naglasava da stepen restrikcije hrane kakav se primenjuje kod
eksperimentalnih animalnih modela ¢esto moze biti preteran kada se primeni na humanu populaciju.
DR od 40% dovela je do ozbiljnih negativnih efekata, kako fizickih (npr. hroni¢na slabost, smanjen
aerobni kapacitet 1 bolni edem donjih ekstremiteta) tako i psiholoskih (npr. emocionalni stres,
konfuzija, apatija, depresija, histerija, hipohondrija, suicidalne misli i gubitak seksualnog nagona),
koji su se pojavili nakon 6 nedelja primene. Vazna razlika izmedu ishrane u ovoj studiji
poluizgladnjivanja i drugih humanih studija DR (Flanagan i sar., 2020; Stewart i Martin, 2022;
Walford i sar., 2002), je ta Sto ne samo da je unos energije bio smanjen, ve¢ je i kvalitet ishrane
(raznovrsnost hrane, sadrzaj makro- i mikronutrijenata, itd.) bio znacajno lo$iji. Odgovorno
propisivanje DR zahteva adekvatan unos ugljenih hidrata, masti, proteina i mikronutrijenata kako bi
se osigurao zadovoljavajuéi preporuceni dnevni unos, zbog cega se suplementi vitamina i minerala
¢esto ukljucuju u rezime DR.

Gubitak misi¢ne mase i gubitak snage - sarkopenija, povezana je sa starenjem i doprinosi
povecanoj smrtnosti (Arango-Lopera i sar., 2013). Tokom starenja, ofuvana miSi¢na masa je u
korelaciji sa boljom motorickom funkcijom, a samim tim i smanjenim rizikom od nepokretljivosti.
CALERIE 1 humana studija pokazala je da je DR dovela do gubitka miSi¢ne mase u svim ispitivanim
starosnim grupama, ali je samo u starijoj kohorti (50—60 godina) ovaj gubitak miSi¢éne mase bio
prac¢en srazmernim gubitkom snage (Weiss i sar., 2007), dok u mladoj kohorti (25-50 godina) to nije
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bio slucaj (Larson-Meyer i sar., 2010). CALERIE 2 studija je potvrdila zapazanja iz studije CALERIE
1, pokazavsi zna€ajno smanjenje miSi¢ne mase i snage kod starijih ispitanika koji su bili izlozeni DR
tokom 2 godine (Das i sar., 2017). Ovakvi rezultati isticu rizik uvodenja DR u kasnijoj Zivotnoj dobi,
ali 1 vaznost razvoja adekvatnih pratecih protokola za primenu DR kod starijih individua poput
vezbanja i1 prilagodavanja unosa proteina.

Pozitivni aspekti DR u promociji dugovecnosti i zdravog starenja su isprepleteni sa
dugoro¢nim uticajima koje je teSko izmeriti. Kod mladih, zdravih pojedinaca, DR je bezbedna i dobro
podnosljiva, te dovodi do niza korisnih efekata. Ipak, uoceno smanjenje misiéne i kostane mase
zahteva dalja istrazivanja 1 moze ograniciti primenu i klini¢ku preporuku DR za odredenu starosnu
populaciju. Mnogo puta dokazane pozitivne promene do kojih dugotrajna DR dovodi kada su u
pitanju zdravi, negojazni mladi i sredove¢ni ljudi mora se uzeti sa rezervom kada se radi o
implementaciji kod zdravih i negojazih starijih ljudi (65+), jer mogu narusiti korisnu masu masnog
tkiva, miSi¢nu masu i snagu, kao i kostanu masu i kvalitet kostiju (Flanagan i sar., 2020).

Ocuvanje bezmasne telesne mase primenom rezima povremenog gladovanja moglo bi biti
dragoceno za starije osobe koje su u riziku od sarkopenije. Nekoliko studija je predlozilo zdravstvene
koristi povremenog gladovanja koje prevazilaze one pokazane kod DR (Flanagan i sar., 2020). Ipak,
u ovom trenutku potrebna su randomizovana kontrolisana ispitivanja koja ukljucuju razlicite
nutritivne pristupe i populacije pre nego Sto se bilo koji oblik povremenog gladovanja moze
preporuciti kao terapeutska intervencija za stariju populaciju.

Uvodenje DR po sopstvenom nahodenju bez konsultacije lekara, nutricioniste pa ¢ak i
psihologa, moze biti rizi¢no i1 zahteva oprez kada se radi o svim starijim individuama, a naroc¢ito onim
koje imaju sniZzeni BMI, poremecaj raspoloZenja ili su pod hronicnom farmakoloskom terapijom i
imaju potvrdene zdravstvene smetnje. U sluCaju procene da benefiti uvodenja DR prevazilaze
gorepomenute rizike, u obzir se mora uzeti stepen restrikcije 1 duzina trajanja predvidenog rezima
DR, kako bi se postigao adekvatan efekat.
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2. CILJEVI

Osnovni cilj ove doktorske disertacije bilo je ispitivanje i uporedivanje efekata rezima
dijetalne restrikcije razliCitog trajanja, zapocetih u razli¢itim periodima Zivota, na proces starenja
muzjaka i zenki Wistar pacova. Efekti rezima dijetalne restrikcije praceni su na nivou opsteg stanja
organizma, zatim procenom motori¢kih i kognitivnih sposobnosti, ispoljavanja ponasanja nalik
anksioznom, kao i na molekulskom nivou, u cilju sagledavanja molekulske osnove osnove uocenih
promena.

U skladu sa navedenim postavljeni su specifi¢ni ciljevi istrazivanja, da se kod muzjaka i Zenki Wistar
pacova ispita uticaj starenja i dijetalne restrikcije razli¢itog pocetka i duzine trajanja na:

1. prezivljavanje;
unos hrane i telesnu masu;
indeks krhkosti;

2
3
4. lokomotornu 1 istrazivacku aktivnost, kao 1 proces habituacije;
5. sposobnost formiranja kratkotrajne i dugotrajne memorije;

6. promene u ponasanju nalik anksioznom;

7

ekspresiju dopaminskih receptora D1 i D2, na nivou iRNK i proteina, u kori velikog mozga,
srednjem mozgu i strijatumu.

8. ekspresiju i stepen fosforilacije proteina mTOR signalnog puta (mTOR, Akt i p70 S6K) u kori
velikog mozga i hipokampusu;

28



3. MATERIJAL | METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Za potrebe ove disertacije koriSéeni su muZzjaci i Zenke pacova Wistar soja iz odgajalista
eksperimentalnih Zivotinja Instituta za bioloSka istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢*“ — Instituta od
nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju. Zivotinje su gajene u u polikarbonatnim kavezima sa
zi¢anim poklopcima, u grupama od 2 do 3 Zivotinje po kavezu, pri standardnim uslovima temperature
i vlaznosti vazduha i svetlosnom rezimu 12 &asova svetlost/12 ¢asova mrak. Zivotinjama su tokom
Citavog eksperimenta imale slobodan pristup vodi i hrani (AL; standardna laboratorijska hrana, VZS
Sto¢na hrana d.o.o, Subotica, Srbija) tokom prvih 6, odnosno 15 ili 21 mesec starosti. Sa navrSenih 6
meseci zivota, zZivotinje su podeljene u dve grupe: Zivotinje sa slobodnim pristupom hrani tokom
Citavog trajanja eksperimenta i zivotinje podvrgavane dijetalnoj restrikciji (DR), koje su u
svakodnevno dobijale 60% od normalnog unosa. Ovakav rezim ishrane je kod jedne grupe Zivotinja
otpocinjao sa 6 meseci starosti, trajao je do 18 ili do 24 meseca starosti i oznacen je kao rano otpoceta
dijetalna restrikcija (RODR). Drugi ispitivani rezim je tromese¢ni rezim DR, koji je uvoden
zivotinjama starim 15 odnosno 21 mesec, te je trajao do navrsenih 18 odnosno 24 meseca, a oznac¢en
je kao kasno otpoceta dijetalna restrikcija (KODR). Shematski prikaz rezima ishrane i
eksperimentalnih grupa je dat na Slici 3.1.

Zivotinje su na smanjenu koli¢inu hrane prilagodavane postepeno. Naime, pre otpo¢injanja DR
rezima, unos hrane je meren svakodnevno tokom nedelju dana, na osnovu ¢ega je raCunata srednja
dnevna potrosnja hrane po kavezu i po zivotinji. Zatim je porcija hrane bila smanjivana za po 10%
svakog drugog dana onim zivotinjama za koje je bilo planirano da budu podvrgavane DR rezimu. Na
taj nacin se nakon nedelju dana postizalo da zivotinjama DR grupe unos hrane bude smanjen za 40%,
odnosno da iznosi planiranih 60% od normalnog unosa. Zivotinje su hranjene u 15 ¢asova svakoga
dana, tokom svetle faze. Promene telesne mase su pracene svakodnevno u prvih nedelju dana, a zatim
na nedeljnom nivou, dok su opste stanje i dobrobit svih Zivotinja praceni tokom trajanja eksperimenta.
Zivotinje AL grupe su sluzile kao kontrolne Zivotinje u cilju procene efekata DR, dok su 6 meseci
stare zivotinje AL grupe sluzile kao kontrolne za procenu efekata starenja. Sve eksperimentalne
procedure bile su odobrene od strane Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede - Uprave
za veterinu (broj reSenja: 323-07-13536/2020-05 i 323-07-03065/2020-05).

Zivotinje su po dostizanju Zeljenih starosti (6, 18 i 24 za AL i 18 i 24 meseca za DR
eksperimentalne grupe) bile podvrgavane testovima ponasanja i proceni klini¢kog indeksa krhkosti,
nakon ¢ega su Zrtvovane uvodenjem u anesteziju bez oporavka (opsti anestetik Zoletil 100 u dozi
50mg/kg) pracenom transkardijalnom perfuzijom. lzolovane su zasebne strukture mozga: kora
velikog mozga, hipokampus, strijatum i srednji mozak u cilju Western blot i gPCR analize.
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Slika 3.1. Shematski prikaz reZima ishrane. Sivom bojom oznaceni su meseci kada su Zivotinje
imale AL unos hrane a bojom zelenom odnosno crvenom bojom meseci kada su bile izloZzene
dijetalnoj restrikciji. AL- Ad libitum, RODR- rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR- kasno
otpoceta dijetalna restrikcija

3.2. Testovi ponasanja

Testovi ponasanja izvodeni su specijalnoj zvuéno i svetlosno izolovanoj prostoriji, sa uslovima
temperature i vlaznosti vazduha nalik onima u odgajalistu eksperimentalnih Zivotinja. Pre izvodenja
bilo kog testa ponaSanja zivotinje su boravile u prostoriji namenjenoj za merenje parametara
ponasanja u cilju prilagodavanja. Tokom izvodenja testova ponaSanja aparatura je ¢iS¢ena nakon
svake zivotinje 70% alkoholom.

3.2.1. Test otvorenog polja

Test otvorenog polja raden je u Opto-Varimex kavezima (Columbus Instruments, SAD),
dimenzija 44,2 x 43,2 x 20 cm, duz ¢ijih ivica je postavljano 15 infracrvenih predajnika/prijemnika
na visini od 3 cm od poda kaveza, namenjenih za detekciju kretanja Zivotinja (slika 3.2.). Sa dve
strane kaveza postavljani su i dodatni predajnici/prijemnici na visini od 8 cm od poda kaveza, za
detekciju vertikalne aktivnosti odnosno propinjanja zivotinja na zadnje noge. Za analizu podataka
koris¢en je Auto-Track ATM3 4.51 softver (Columbus Instruments, SAD). Aktivnost je detektovana
prekidanjem 3 infracrvena zraka u nizu, a vertikalna pri svakom prekidanju infracrvenog zraka

predajnika/prijemnika. Opto-Varimex sistem je analizirao podatke na svaki deseti deo sekunde.

Test se oslanja na prirodnu sklonost pacova da istrazuju novu sredinu kada se u njoj nadu (Leussis
i Bolivar, 2006). Ova osobina kori$¢ena je za procenu opste lokomotorne aktivnosti zivotinja, koja se
ogledala u ukupnom predenom putu (vrednosti izrazene u centimetrima), kao i U proceni njihovog
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istrazivackog ponasanja, odnosno vertikalne aktivnosti (vrednosti izrazene kao broj
propinjanja/uspravljanja na zadnje noge). Uobicajno vreme izvodenja testa je 10-60 min (Altun i sar.,
2007; Gage i sar., 1984). Za potrebe ove doktorske disertacije izabrano je vreme od 30 minuta.
Zivotinje su testirane tokom 3 uzastopna dana tako $to su ostavljane da slobodno istrazuju arenu testa
otvorenog polja. Izmerena je ukupna lokomotorna i vertikalna aktivnost tokom tog vremenskog
perioda, da bi se procenile motoricke i kognitivne performanse zivotinja, i sposobnost habituacije.
Pracenje defekacije, odnosno broja fekalnih bolusa koje su Zivotinje ostavljale tokom sesija je takode
sluzilo kao mera sposobnosti Zivotinje da habituira.

Test otvorenog polja upotrebljen je i za procenu ponasanja nalik anksioznom. Ovaj koncept je
zasnovan na konfliktu izmedu prirodne potrebe glodara da istrazuju novu sredinu i tendencije da se
drze blize zidova, ivica i uglova a izbegavaju otvoreni prostor (sredinu arene) (Lovick i Zangrossi,
2021). Zdravi, kontrolni pacovi su aktivniji, ¢eS¢e zalaze i provode vise vremena u centru arene, dok
pacovi koji ispoljavaju ponasanje nalik anksioznom imaju manji obim aktivnosti i kre¢u su se
dominantno uz ivice arene. Za potrebe ovih eksperimenata je uz pomo¢ Auto-Track softvera odreden
centar 1 periferija arene, tako Sto je povrSina arene podeljena na 16 jednakih kvadrata, pri ¢emu su 4
centralna kvadrata predstavljala centar dok su okolni kvadrati smatrani periferijom. Meren je broj
ulazaka i vreme provedeno u centralnom delu arene tokom prvih 10 minuta boravka u areni, a kao
dodatni parametar anksioznosti posmatran je 1 ukupni predeni put tokom 10 minuta.

Slika 3.2. Test otvorenog polja. Opto-Varimex kavezi, Columbus Instruments, Soba za merenje
parametara ponasanja Odeljenja za neurobiologiju IBISS

3.2.2. Test svetlo-tamne kutije

Test svetlo tamne Kutije je jo$ jedan test koji se koristi se za procenu ponasanja nalik anksioznom,
a zasnovan je na unutra$njem konfliktu izmedu sklonosti glodara da istrazuju nove prostore i potrebe
da izbegavaju svetle, jarko osvetljene povrsine (Crawley i Goodwin, 1980; Crawley, 1985). Svetlo-
tamna kutija napravljena je od neprovidnog pleksiglasa i sastoji se od dva nejednaka dela: svetlog
dela napravljenog od belog pleksiglasa (dimenzija 31 x 31 x 36 cm) i tamnog dela sa poklopcem,
napravljenog od crnog pleksiglasa (dimenzija 20 x 31 x 36 cm), koji su medusobno povezani
prolazom na zidu koji razdvaja ova dva dela (dimezija 10 x 10 cm) (slika 3.3). Aktivnost zivotinje je
detektovana kamerom postavljenom iznad kaveza, povezanom sa radunarom. Zivotinje su prilikom
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izvodenja testa spustane u svetli deo, okrenute glavom suprotno od prolaza u tamni deo. Tokom 10
minuta trajanja testa belezeni su slede¢i parametri: latenca, odnosno vreme do prvog ulaska zZivotinje
u tamni deo, broj izvirivanja iz tamnog dela, vreme zadrzavanja/protezanja na vratima izmedu svetlog
i tamnog dela kutije (pri ¢emu je ubrojano svako zadrzavanje duze od 2 sekunde), broj izlazaka u
svetli deo (kada je Zivotinja celim telom bila u svetlom delu kutije) i vreme provedeno u svetlom
delu. Za pacove koji ispoljavaju ponasanje nalik anksioznom karakteristicno je da imaju krace vreme
latence, manji broj izvirivanja i izlazaka u svetli deo, kao i manje vreme zadrzavanja na vratima i
manje vreme provedeno u svetlom delu u odnosi na kontrolne pacove.

Slika 3.3. Test svetlo-tamne kutije. Soba za merenje parametara ponasanja Odeljenja za
neurobiologiju IBISS.

3.2.3. Test prepoznavanja novog predmeta

Test prepoznavanja novog predmeta se koristi za procenu kratkotrajne i dugotrajne memorije i
zasnovan je na prirodnoj radoznalosti glodara i tendenciji da ispituju nove predmete i okruzenja
(Taxier i sar., 2020).

Za potrebe ove disertacije test prepoznavanja novog predmeta raden je prema metodologiji koju
su dali autori Mathisen i DiCamilo (Mathiasen i DiCamillo, 2010). Zivotinje su najpre ostavljane da
istraZzuju praznu arenu testa otvorenog polja tokom 10 minuta kako bi se upoznale sa prostorom.
Zatim su na kratko vra¢ane u mati¢ni kavez, a u arenu su postavljana dva identi¢na naspramno
orjentisana predmeta i zivotinje su pustane da slobodno istrazuju predmete tokom 10 minuta. Prilikom
spustanja Zivotinje u kavez sa predmetima vodilo se racuna o tome da glava Zivotinje nikada ne bude
orijentisana ka samim predmetima ve¢ u suprotnom smeru, kako bi sam prilazak predmetu bio odraz
istrazivacke nastrojenosti. Ova faza oznacena je kao faza familijarizacije, a predmeti kori$¢eni u ovoj
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fazi obelezeni su kao predmeti ,,A*“. Kako su eksperimenti radeni u dva paralelna kaveza, razli¢iti
predmeti su kori$¢eni u levom i desnom kavezu kao ,,A* predmeti (slika 3.4, A). Analizom faze
familijarizacije odredivana je preferenca za odredenu stranu kaveza, kao i za odredeni predmet kako
bi se kasnije istrazivanje predmeta moglo pripisati diskriminaciji predmeta, a ne preferenci jednog od
objekata ili strane kaveza. Po zavrsSetku faze familijarizacije zivotinje su vracane u mati¢ni kavez na
sat vremena, nakon Cega je sledila prva test faza, odnosno faza procene kratkotrajne memorije.
Zivotinjama je nudeno da tokom 10 minuta slobodno istrazuju jedan poznati predmet (predmet ,, A
iz faze familijarizacije) i jedan novi predmet (predmet ,,B*) (slika 3.4, B), a zatim su vracane u kavez
i u odgajaliste. Druga faza testiranja usledila je 24 ¢asa nakon prve, gde je zivotinjama, nakon 10
minuta habituacije u praznoj areni, ponovo nuden prethodno poznati predmet (A) i jedan potpuno
novi predmet (predmet ,,C*) za istraZivanje tokom sesije od 10 minuta (slika 3.4, C). Zivotinje sa
oCuvanom memorijom (kratkotrajnom ili dugotrajnom) preferiraju novi u odnosu na poznati predmet,
dok Zivotinje sa naruSenom memorijskom funkcijom provode podjednako vremena u istrazivanju oba
predmeta ili ¢ak preferiraju poznati predmet.

Zivotinje su snimane kamerom postavljenom iznad kaveza, povezanom sa raunarom, i mereno
je vreme aktivnog istrazivanja oba predmeta. Odnos istrazivanja novog i starog predmeta racunat je
prema formulama za odnos istrazivanja (engl. exploration ratio, ER) i indeks diskriminacije (engl.
discrimination index, DI) (Denninger i sar., 2018):

ER vreme istrazZivanja novog predmeta
(vreme istrazivanja novog predmeta + vreme istraZivanja starog predmeta)

DI (vreme istraZivanja novog predmeta — vreme istrazivanja starog predmeta)

(vreme istrazivanja novog predmeta + vreme istrazivanja starog predmeta)

Zivotinje koje nisu istrazivale predmete minimum 20 sekundi tokom 10 minutnih sesija, kao i
zivotinje koje tokom faze familijarizacije nisu istrazivale predmete ,,A*“ isklju¢ivane su iz
eksperimenta. Smatralo se da kod tih zivotinja ne postoji osnova za razlikovanje novog (predmeta B
ili C) od starog predmeta (A), s obzirom da se nisu adekvatno upoznale sa predmetom A.

Slika 3.4. Test prepoznavanja novog predmeta. Raspored predmeta u fazama familijarizacije (A),
testiranja kratkotrajne memorije (B) i testiranja dugotrajne memorije (C). Soba za merenje
parametara ponasanja Odeljenja za neurobiologiju IBISS.
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3.2.4. Y lavirint

Y lavirint je test koji se koristi za procenu prostorne memorije. Aparat je napravljen je u obliku
slova Y, sa 3 kraka, dimenzija 50 x 25 x 16 cm, medusobno postavljena pod uglom od 120°, i izradena
od pleksiglasa, pri ¢emu su dno i bo¢ne stranice neprovidni dok je poklopac providan (slika 3.5).
Zivotinje su po spustanju na ulaz lavirinta najpre ostavljane da tokom 10 munuta slobodno istrazuju
dva otvorena kraka lavirinta, dok je tre¢i (,,novi krak*) bio zatvoren, nakon ¢ega su vracane u mati¢ni
kavez. Sat vremena kasnije i tre¢i krak je otvaran a Zivotinje pustane da slobodno istrazuju sva tri
kraka lavirinta tokom 10 minuta. Aktivnost zivotinja je detektovana kamerom postavljanom iznad
kaveza, povezanom sa racunarom, i belezen je ukupan broj ulazaka u sva tri kraka lavirinta, broj
ulazaka u treci, novi krak, vreme provedeno u treCem kraku, kao i redosled ulazaka u krakove. 1z
poslednjeg parametra raCunate su spontane alteracije (engl. Spontaneous alterations, SAB) koje
predstavljaju tendenciju zivotinja da menjaju krakove u koje ulaze i ispituju ih, a oznacene su kao
spontane jer tokom izvodenja testa nisu koris¢eni mamac ili nagrada, ni u jednom od krakova.
,Uspesnom* alteracijom smatrao se svaki triplet bez ponavljanja kraka. Spontane alteracije racunaju
se prema formuli koju je dao Hughes (Hughes, 2004). Zivotinje sa o¢uvanom prostornom memorijom
imaju veci broj uspes$nih SAB, veci broj ulazaka i duZe vreme provedeno u tre€em kraku u odnosu na
zivotinje sa naruSenom funkcijom prostorne memorije.

broj uspesnih alteracija

SAB =
(ukupan broj ulazaka u krake — 1)

Primenom t-testa za jedan uzorak (engl. One sampe t-test) identifikovane su grupe koje imaju
vrednosti uspes$nih alteracija iznad nivoa sluCajnog istrazivanja, za koje je uzeta teoretska vrednost
od 50% za datu grupu.

Slika 3.5. Y lavirint. Soba za merenje parametara ponasanja Odeljenja za neurobiologiju IBISS

34



3.3. Indeks krhkosti (FI)

Krhkost (engl: Frailty) se karakteriSe kao starosno zavisno slabljenje funkcije svih fizioloskih
sistema koje rezultuje slabos¢u, odnosno osetljivosc¢u jedinke (Xue, 2011). Sa razvojem pristupa za
procenu krhkosti rasla je i potreba da se objasni kako i zbog ¢ega pojedini ljudi razvijaju sindrom
krhosti. Ovo pitanje pokrenulo je upotrebu animalnih modela za procenu krhkosti, prvenstveno
glodara, zbog njihovog kratkog zivotnog veka u odnosu na ljudski. Procena indeksa krhkosti (engl.
frailty index, FI) umesto fenotipa krhkosti u mi§jem modelu predloZzena je 2012. godine od strane
Parksa i saradnika (Parks i sar., 2012). Ovako konstruisan FI obuhvatao je 31 parametar iz 4 kategorije
(aktivnost, hemodinamicki parametri, udeo telesnih masti i bezmasne telesne mase i metabolicki
status). Uprkos prednosti zbog mogucénosti rada sa malim uzorkom ovakav princip je vremenski
zahtevan, invazivan, zahteva opremu i nema kognitivhu komponentu.

Pojednostavljeno, neinvazivno reSenje za procenu Fl uveo je Whitehead sa saradnicima 2014.
godine u vidu klini¢kog FI (Whitehead i sar., 2014). Klini¢ki FI uzima u obzir stanje integumenta,
skeletno-misi¢nog, digestivnog, urogenitalnog i respiratornog sistema, ¢ula sluha/ravnoteze, cula
vida 1 mirisa, ukazatelje telesne nelagodnosti i1 telesnu masu. Ovakav dizajn omogucio je
longitudinalne studije procene krhkosti, poredenje medu kohortama i studijama, ali ono §to je
najvaznije podloZan je izmenama i dopunama. Tako je nezavisna istrazivacka grupa (Sukoff Rizzo i
sar., 2018) modfikovala FI predlazuci 27 parametara za evaluaciju. Takode, FI je prilagoden za
primenu kod pacova, gde je grupa autora takode predlozila 27 parametara za procenu (Yorke i sar.,
2017). U ovoj studiji, medu ispitivane parametre su uvrSteni kognitivni parametri, formirajuci
jedinstveni fizi¢ko-kognitivni FI.

Indeks krhkosti je odredivan u skladu sa postoje¢om literaturom (Kane i sar., 2018; Whitehead i
sar., 2014; Yorke i sar., 2017). Analizirano je ukupno 23 parametara: 21 parametar kojima se
procenjuje stanje razli¢itih sistema organa i dva kognitivna parametra (DI iz testa prepoznavanja
novog predmeta i SAB iz Y lavirinta). Parametri i kriterijumi ocenjivanja dati su u Tabeli 1. Za svaki
od ispitivanih parametara dodeljivana je ocena prema sledecoj skali: 0 za normalno stanje, 0,5 za
blagi deficit/smetnju i 1 za uznapredovali deficit/smetnju. U svrhu $to objektivnije procene svaka
zivotinja podvrgavana je pregledu od strane tri nezavisna istrazivaca. Obzirom da se vrednost DI u
testovima kratkotrajne i dugotrajne memorije obi¢no krece izmedu 0,2 i 0,5, ocene ovog parametra u
svrhu izracunavanja FI formirane su na slede¢i nacin: Zivotinjama sa vrednostima DI 0,5-1, koje
ukazuju na jasnu preferencu novog u odnosu na poznati predmet, dodeljivana je ocena 0, zivotinjama
sa vrednostima DI od 0,2 do 0,5, koje donekle pokazuju preferencu novog predmeta, dodeljivana je
ocena 0,5, dok su zivotinje sa vrednostima DI manjim od 0,2 ocenjivane sa 1 (Vogel-Ciernia i Wood,
2014), jer se smatralo da ne razlikuju novi od starog predmeta. Za spontane alteracije, zivotinje ¢ije
su SAB vrednosti bile iznad nivoa slucajnog istrazivanja (50% teoretske vrednosti grupe prema t-
testu za jedan uzorak), ocenjivane su sa 0, zivotinje sa vrednostima SAB manjim od vrednosti koju
predstavlja 50% teoretske vrednosti grupe dobijale su ocenu 0,5, dok su zivotinje koje su imale manje
od 9 ukupnih ulazaka u krakove ocenjivane ocenom 1. VVrednosti svih parametara su sabirane i deljene
sa brojem parametara koji su koris¢eni (u ovom slucaju 23) ¢ime je dobijena vrednost FI izmedu 0 i
1 za svaku zivotinju.

Kako je gubitak telesne mase oc¢ekivani ishod DR, ovaj parametar je isklju¢ivan iz raGunanja FI,
iako se standardno Kkoristi pri proceni stanja krhkosti.
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Tabela 1. parametri i kriterijumi za formiranje ocene za klinicki FI

Sistem organa/ parametar

Klini¢ka procena deficita

Rezultat

Promene na kozi

Alopecija

Prisustvo i
krzna

stepen gubitka

0 = normalna gustina
krzna

0,5 = manje od 25%
izgubljenog krzna

I = viSe od 25%
izgubljenog krzna

Dermatitis

Prisustvo i stepen lezija na kozi

0 = nema lezija

0,5 = fokalne lezije
(npr na vratu, boku, ispod
vilice)

1 = Siroko
rasprostranjene ili
multifokalne lezije

0 =
krzno

glatko, sjajno

0,5 = krzno je blago

Stanje krzna Stepen odrzavanja 1 stanja | razbarueno
krzna .
1 = razbaruseno i
neuredno krzno
Fizi¢ke /promene
skeletno-misiénog sistems
0 = nema tumora
] N 0,5 = tumor manji od 1
Tumori OcCuvanost  simetrije  tela, | ¢m

prisustvo vidljivih i palpabilnih
tumora

1 = tumori ve¢i od 1
cm ili viSe manjih tumora

Pros$ireni abdomen

Prisustvo nakupina tecnosti u
vidu ispupcenja ispod rebara

0 = nema ispupcenja
0,5 = blago ispupcenje

1 = jasno ispupcenje
abdomena

Tremor

Prisustvo  tremora  tokom
mirovanja, slobodnog kretanja i
uspinjanja na zadnje noge

0 = nema tremora

0.5 = blagi tremor
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1 =
zivotinja ne moze da se
uspinje

izrazeni tremor,

Opste stanje tela

Stanje miSi¢nog i masnog tkiva
karli¢ne regije

0 = kosti su opipljive
ali se ne isticu

0,5 = kosti se isticu ili
su jedva opipljive

1 = kosti se veoma
isticu ili ith nije moguce
opipati zbog gojaznosti

Pogrbljeni polozaj tela,

Spustena glava u mirovanju 1

0 =
polozaj

nije pogrbljen

0,5 = blago pogrbljen

zakrivljenost kicmenog spojeni  ekstremiteti  usled poloZaj
: prisustva bola ili bolesti
stuba, kifoza 1 = izrazito pogrbljen
polozaj
promene cula sluha
0 = uvek reaguje (3/3
puta)
Oc¢uvanost  reakcije  na 0,5 =reaguje 1/31li 2/3

Gubitak sluha

iznenadni, glasni zvucni stimul

puta

us 1 = ne reaguje (0/3
puta)
Promene na ofima
0 = katarakta nije
prisutna

Katarakta

Prisustvo i stepen zamucenja u
sredini oka

0,5 = Prisustvo blagog
zamucenja

1 = Vidno zamucéeno
so¢ivo
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Prisustvo smanjenja ili

0 =
veli¢ine

o1 normalne

0,5 = jedno ili oba oka
diskretno manja ili uvucena

Mikroftalmija uvucenosti o€ne jabucice na
jednom ili oba oka 1 = jedno ili oba oka
znatno smanjena ili
uvucena
0 = o¢i normalne
veliine

Egzoftalmija

Prisustvo uvecanja ili
iskolacenosti o¢ne jabucice na
jednom ili oba oka

0,5 = jedno ili oba oka
diskretno ili
iskolaéena

veca ili

1 = jedno ili oba oka
znatno veca ili iskolacena

Neuroloske promene

Naginjanje glave

Naginjanje glave u stranu
tokom slobodnog kretanja,
gubitak ravnoteze i prevrtanje

0 =
glave

nema naginjanja

0,5 = blago naginjanje
glave u jednu stranu

1 = izrazeno
naginjanje glave, gubitak
ravnoteze i prevrtanje

Promene digestivnog/

urogenitalnog sistema

Rektalni prolaps

Prisustvo i stepen rektalnog
prolapsa

0 = nema prolapsa

0,5 = rektum je slabo
vidljiv ispod repa

1 = rektum
vidljiv ispod repa

jasno

Vaginalni/penisni prolaps

Prisustvo i stepen vaginalnog/
penisnog prolapsa

0 = nema prolapsa

0,5 = vidljiva mala
koli¢ina prolapsnog tkiva
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1 = jasno vidljivo
prolapsno tkivo

0 =
dijareje

nema ftragova

0,5 = diskretni ostaci

_ o fecesa ili piljevine u
Dijareja Prisustvo tragova dijareje na perianalnoj regiji
perianalnoj regiji 1 Sapama _ o
zivotinje, ili piljevini u kavezu 1 = prisustvo piljevine,
fecesa i/ili  krvi u
perianalnoj regiji, zaprljana
piljevina u kavezu
0 = mnema Zute
prebojenosti
0,5 = zuta prebojenost
Futica Prisustvo zute prebojenosti u tragovima

Sapa, nosa, repa 1/ili usiju

1 = veoma zastupljena
zuta prebojenost

Promene respiratornog

sistema

Brzina i dubina disanja

Izmene brzine i dubine disanja
ili dahtanje

0 = normalno disanje

0,5 = blage promene u
brzini i dubini udaha

1 = znacajno
izmenjena brzina i dubina
udaha i/ili dahtanje

Netipicni zvuci

Prisustvo, stepen i1 ucestalost
zvukova koji prate disanje, a
koji predstavljaju simptome
narusene funkcije gornjih i/ili
donjih disajnih puteva

0 =
zvukova

bez neobiénih

0,5 = povremeno je
disanje pra¢eno zvukom
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1 = disanje je
konstantno ili  ucestalo
pra¢eno zvukom

Ostale promene

0 = nema tragova
porfirina
) ) o 05 = nporfirin u
Porfirinske ,,crvene suze* Prisustvo i Stﬁ'\.p en pO[‘flrInSklh tragovima
tragova oko ociju i njuske _ _
1 = intenzivna
porfirinska prebojenost
0 = sekuti¢i nisu
prerasli
‘ N _ 0,5 = sekutici
Malokluzija Prerasli sekuti¢i koji ometaju | diskretno prerasli
normalan zagriZaj o _
1 = izrazito prerasli
sekutici
0 = vrednost indeksa

Indeks diskriminacije

Vrednosti: DI= (t novog-t
poznatog) / (t novog + t
poznatog) iz testa

prepoznavanja novog predmeta

diskriminacije 0,5-1

0,5 = vrednost indeksa
diskriminacije 0,2-0,5

1 = vrednost indeksa
diskriminacije <0,2

Spontane alteracije

Vrednosti SAB iz Y lavirinta

0 = viSe od 9 ukupnih

ulazaka u krakove i
vrednosti alteracija iznad
nivoa slucajnog
istrazivanja

0,5 = zivotinje nemaju
spontane alteracije iznad
nivoa slucajnog
istraZivanja
1 = manje od 9 ukupnih
ulazaka u krakove
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3.4. Odredivanje relativne ekspresije gena metodom lan¢ane reakcije polimerizacije u

realnom vremenu (QPCR)

3.4.1. Izolacija RNK

Za analizu ekspresije gena kori¢eno je po 5 Zivotinja iz grupe. Ukupna RNK je izolovana iz
slede¢ih mozdanih struktura: kore velikog mozga, strijatuma 1 srednjeg mozga, pri ¢emu je koriS¢eno
po 10 mg tkiva. Tkivo je homogenizovano u tubicama od 2 ml, u Trizol reagensu u zapremini 10x
vecoj od mase tkiva (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD). Homogenizacija tkiva
vrSena je pomocu Stapi¢a za homogenizaciju koji naleZe na dno tubice, uz nekoliko snaznih rotiraju¢ih
pokreta, na ledu, nakon ¢ega je tkivo ostavljano u trizolu jo§ 5 minuta. U slede¢em koraku u tubicu
je dodavan hloroform (Elixir Zorka, Srbija) 5 zapremina mase tkiva. Uzorci su centrifugirani 15
minuta na 12 000 RCF (engl. relative centrifugal force, RCF) na +4 °C. Izdvojeni supernatant
prenoSen je u Cistu, sterilnu tubicu u koju je zatim dodavana ista zapremina izopropanola (Fisher
Scientific, Loughborough, UK) i uzorci su ostavljani 10 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim ponovo
centrifugirani (10 minuta/12 000 RCF/+4 °C). Dobijeni talog je pre¢is¢avan dvostrukim
centrifugiranjem od po 5 minuta na 7500 RCF i temperaturi +4 °C u 75% rastvoru etanola u dietil-
polikarbonatom (DEPC) tretiranoj vodi (0,0001% DEPC u dejonizovanoj/demineralizovanoj vodi —
ddH 20). Nakon centrifugiranja talog je susen na vazduhu, a zatim rastvaran u UltraPure vodi (30ul)
(Invitrogen, MA, SAD). Koncentracija i Cisto¢a izolovane RNK odredivana je fotometrijski na
aparatu NanoFotometer™ N60 (N60 Micro-Volume UV-VIS Spectrophotometer, Implen, Miinchen,
Nemacka). Cisto¢a izolovane RNK odredivana je merenjem i odnosom apsorbanci na talasnim
duzinama od 260 nm i 280 nm, a odnos apsorbanci kretao se u vrednostima od 1,8 do 2 §to je RNK
¢inilo pogodnom za dalju analizu eksprimiranja gena.

3.4.2. Reverzna transkripcija (sinteza KDNK)

Za sintezu komplementarne DNK (kDNK, engl. complementary DNA, cDNA), metodom
reverzne transkripcije lan¢anom reakcijom polimeraze (engl. Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction, RT-PCR) koris¢en je komplet High-capacity cDNA RT-kit (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, SAD) prema protokolu proizvodaca. Ukratko, 10 ul uzorka ( 1pg RNK), je dodavano
10ul Master Mix smeSe za reverznu transkripciju (sastav dat u Tabeli 2). Proces RT-PCR vrsen je
aparatom ProFlex (PCR System, Applied Biosystem, MA, SAD) pri slede¢im uslovima: 25 °C tokom
10 minuta, 37 °C tokom 2 sata i 85 °C tokom 5 minuta.

3.4.3. Kvantitativni RT-PCR u realnom vremenu (qQPCR)

Analiza ekspresije gena PCR reakcijom u realnom vremenu (engl. Real time PCR) vrSena je
TagMan tehnologijom. PCR reakcija pripremana je meSanjem 2ul kDNK (10 ng KDNK) jednog
uzorka sa 8ul reakcione smese za PCR u realnom vremenu (sastav dat u Tabeli 3). PCR reakcija
vrsena je pri slede¢im uslovima: 50 °C tokom 2 minuta, 95 °C tokom 10 minuta i 40 ciklusa, od kojih
je svaki bio pri 95 °C tokom 15 sekundi, a potom 60 ‘C tokom 1 minuta, upotrebom aparata
QuantStudio3 (Applied Biosystems, MA, SAD).

Relativni stepen promene genske ekspresije odredivan je metodom 2 4 odnosno predstavlja
razliku Ct vrednosti gena od interesa i Ct vrednosti endogene kontrole (spisak kori§¢enih TagMan
proba naveden je u Tabeli 4). Kao endogena kontrola (engl. Housekeeping gene) korisc¢en je aktin
(Actb) koji se nije razlikovao medu grupama. Stepen promene relativne ekspresije gena u svakom od
uzoraka izrazen je kao relativna vrednost u odnosu na kontrolu koja je sluzila kao kalibrator (100%).
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Tabela 2. Master Mix smeSa za reverznu transkripciju

Reagensi Zapremine
Pufer za RT 2 ul
25xdNTP 100mM 0,8ul
10xRT nasumi¢na smeSa prajmera 2 ul
MultiScribe reverzna transkriptaza 1l
Inhibitori RNKaza 1l
Voda precis¢ena od nukleaza 3,2 ul

Tabela 3. Sastav reakcione smese za PCR u realnom vremenu

Reagensi Zapremine
TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystem, MA, SAD) 5ul
TagMan probe (Thermo Fisher Scientific, MA, SAD) 0,5ul
Voda precis¢ena od nukleaza 2,5ul

Tabela 4. Spisak proba koris¢enih za PCR

Gen Kataloski broj Proizvodac
Aktin Actb Assay ID Applied Biosystems,
Rn00667869 m1 Carlsbad, CA, SAD
dopaminski (D1R Assay ID Applied Biosystems,
receptor 1 Rn03062203 s1) Carlsbad, CA, SAD
dopaminski (D2R Assay ID Applied Biosystems,
receptor 2 Rn00561126 m1) Carlsbad, CA, SAD

3.5. Odredivanje koli¢ine proteina metodom semikvantitativne analize imunoblotova —

Western blot metoda

3.5.1. Izolovanje ukupnih proteina iz tkiva

Za analizu promene koncentracije proteina koris¢eno je po 5 Zivotinja iz svake eksperimentalne
grupe, a ukupni proteini su izolovani iz relevantnih mozdanih struktura: kore velikog mozga,
hipokampusa, strijatuma i srednjeg mozga. U tkivo mase 20 mg dodavan je RIPA pufer (engl.
Radioimmunoprecipitation assay buffer, RIPA) za liziranje u zapremini 10 puta vec¢oj od mase tkiva
(Tabela 5). Homogenizacija uzoraka vrsena je u plasti¢nim tubicama sa poklopcem zapremine 2 ml,
uz pomo¢ plasticnih Stapi¢a za homogenizaciju ¢iji vrhovi nalezu na dno tubice. Nakon ruc¢ne
homogenizacije koja podrazumeva nekoliko rotirajuéih pokreta Stapi¢em, uzorci su sonifikovani na
frekvenciji od 40 kHz, 5 sekundi, u 2 ciklusa. Citav postupak izolacije proteina raden je na ledu.
Sonifikovani uzorci centrifugirani su na 20800 RCF, 30 minuta na +4 °C. Supernatant sa proteinima
sakupljan je za dalje analize.

3.5.2. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Koncentracija proteina u uzorcima odredivana je metodom po Pierce-u, pomoc¢u komercijalnog
kompleta (Micro BCA™ Protein Assay Kit; Thermo Fisher Scientific Inc, SAD) po uputstvu
proizvodaca, u ploc¢i sa 96 bunariéa zapremine 400 pl. Esej kombinuje redukciju Cu®* do Cu* od
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strane proteina u baznoj sredini, sa visoko senzitivnom i selektivnom kolorimetrijskom detekcijom
Cu" od strane bicinhoninske kiseline (BCA). Kompleks BCA i bakra je rastvorljiv u vodi i pokazuje
linearni porast apsorbance na 562 nm sa porastom koncentracije proteina. Za standardnu krivu
koriséen je govedi albumin serum iz kompleta (engl. Bovine Serum Albumin, BSA) koncentracije 2
mg/ml, od kog je napravljena serija razblazenja od 0,32 mg/ml do 0,005 mg/ml pri ¢emu je svako
naredno razblazenje duplo manje koncentracije od prethodnog (A do G), te je nalivanjem po 125 pl
po bunari¢u dobijena serija razblazenja od 40 do 0,625 pg/bunari¢u. 10 ul 10 puta razblazenih
uzoraka (5 pl originalnog uzorka i 45 pl vode) dodavano je u bunari¢e sa ve¢ nalivenih 115ul vode.
Kao blank za krivu kori$¢eni su bunari¢i u koje je nalivano po 125 ul vode, dok se kao blank za
uzorke koristio RIPA pufer iz Stoka koriS¢enog za izolaciju proteina, razblaZzen na isti nacin kao
uzorci (115 ul vode + 10 ul 10 puta razblazenog RIPA pufera). U sve bunarice je zatim dodavano po
125 pl boje iz kompleta, ¢ime je dobijena finalna zapremina po bunaricu od 250 pl. Ploca je
inkubirana 2h na 37 °C, nakon Cega je izvrSeno olitavanje apsorbanci na Multiskan SkyHigh
Microplate Spectrophotometer ¢itacu (Thermo Fisher Scientific Inc, SAD) na 562 nm. Na osnovu
dobijenih apsorbanci pomoc¢u GraphPad Prism 8 softvera (GraphPad Software, Boston) prerac¢unata
je koncentracija dobijenih uzoraka XY analizom sa interpolacijom standardne krive.

3.5.3. Elektroforeza i elektrotransfer proteina

Proteini su razdvajani prema molekulskoj masi na denaturiSi¢im poliakrilamidnim gelovima
(engl. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). Za izradu gelova i
elektroforetsko razdvajanje proteina koriiéena je aparatura Hoefer™ SE 260 (Hoefer Inc, SAD).
Debljina gelova iznosila je 75 mm. U sistem je najpre nalivan gel za razdvajanje proteina. Finalna
koncentracija gela je bila 8% ili 10%, u zavisnosti od molekulskih masa proteina od interesa. Nakon
polimerizacije gela u trajanju od 45 min na sobnoj temperaturi, preko gela za razdvajanje proteina je
nalivan gel za koncentrovanje proteina u koji su odmah po nalivanju uronjeni ¢esljevi za formiranje
bunarica. Koris¢eni su ¢esljevi od 15 bunari¢a. Gelovi su izradivani prema recepturama datim u
Tabeli 5.

Koli¢ina proteina za nalivanje u bunarice je optimizovana prema preporuc¢enim razblazenjima
primarnih antitela koje je dao proizvodac¢ i na osnovu krive koncentracije (10, 15, 20 i 30 pg proteina
po bunari¢u). Kao adekvatna koli¢ina proteina uzimana je ona vrednost koja je dala najoptimalniji
signal za kvantifikaciju u odnosu na pozadinski Sum. Za proteine mTOR signalnog puta nalivano je
15 ng proteina po bunaricu, dok je za dopaminske receptore nalivano po 20 pg u finalnoj zapremini
od 10 pl po bunari¢u, od ¢ega je 5ul bio 2xLaemmli pufer sa denaturiSu¢im agensom (Tabela 5), a
preostalih 5 pl sacinjavao je uzorak pomesan sa ddH20. Uzorci su pre nalivanja u bunari¢e dodatno
denaturisani toplotom, kuvanjem 5 minuta na temperaturi od 95 °C, osim u slucaju kada su bili
namenjeni za detekciju fosforilisanih formi mTOR, Akt i p70 S6K, kada se ovaj korak nije
primenjivao. Za pracenje toka elektroforeze i odredivanje molekulskih masa proteina koris¢en je
proteinski marker opsega 10-250 kDa (PageRuler™ Prestained Protein Ladder #26619, Thermo
Fisher Scientific Inc, SAD) koji je nalivan u bunari¢ u zapremini od 2pl. Za elektroforetsko razdvanje
proteina koriscen je pufer za razdvajanje Ciji je sastav dat u Tabeli 5, pri konstantnoj voltazi od 120
V za gel za koncentrisanje i 150 V za gel za razdvajanje.

Transfer proteina vrSen je polusuvom metodom pomocu Trans-Blot® Turbo™ Transfer sistema
(Bio-Rad Laboratories, SAD). Za transfer proteina kori§¢ene su nitrocelulozne membrane promera
pore 0,45 um (GE Healthcare, SAD), koje su nakon aktivacije u dejonizovanoj i demineralizovanoj
vodi (ddH20) ostavljane 10 minuta u puferu za transfer. U istom puferu su ekvilibrisani i
poliakrilamidni gelovi nakon elektroforeze, kao i vatman papiri. U kadice za transfer su sve
neophodne komponente slagane slede¢im redosledom: 3 vatman papira, membrana, gel, 3 vatman
papira, pri ¢emu je nakon svakog sloja blagim pritiskom rolerom istiskivan eventualni viSak vazduha.
Elektrotransfer proteina vrsen je 35 minuta pri uslovima konstantne voltaze od 25 V. Membrane su
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nakon transfera suSene na sobnoj temperaturi. Za detekciju proteina membrane su bojene pomocu
Pierce™ Reversible Protein Stain Kit for Nitrocellulose Membranes (Thermo Fisher Scientific Inc,
SAD) po prokokolu proizvodaca, a zatim skenirane za dalju kvantifikaciju proteina.

3.5.4. Imunoloska detekcija proteina specifi¢nim antitelima

Radi blokiranja nespecifi¢nih mesta vezivanja antitela, membrane su najpre inkubirane u 3%
rastvoru BSA u TBST-u (Tabela 5) (Serva, Nemacka), sat vremena, na sobnoj temperaturi, na
klackalici pri maloj brzini. Nakon blokiranja, membrane su inkubirane u rastvorima primarnih antitela
preko noé¢i na temperaturi od +4 °C. Primarna antitela su razblazivana u 1,5% BSA i prema
razblaZzenjima datim u Tabeli 6. Po zavrSetku inkubacije sa primarnim antitelom membrane su
ispirane 3 puta po 10 minuta u TBST-u, a zatim inkubirane 1 sat u rastvorima sekundarnih antitela u
TBST-u, prema razblazenjima datim u Tabeli 7, na sobnoj temperaturi. Nakon inkubiranja sa
sekundarnim antitelima membrane su ponovo ispirane 3 puta po 10 minuta u TBST-u pre izlaganja
hemiluminiscentnom supstratu koji sadrzi luminol (Tabela 5). Detekcija hemiluminiscentnog signala
vr$ena je pomocu uredaja iBright Imaging Systems (Thermo Fisher Scientific Inc, SAD). Sa uredaja,
detektovani signali na membranama eksportovani su u formatu *tif za dalju obradu.

3.5.5. Semikvantitativna analiza imunoblotova

Za procenu intenziteta signala kori$¢en je program Image Quant 5.2 (GE Healthcare, SAD) za
densitometrijsku kvantitativnu analizu. Dobijene vrednosti za svaki zasebni uzorak normalizovane su
najpre na ukupnu koli¢inu proteina u tom uzorku (Pierce stain) ¢ime su dobijene relativne vrednosti
koli¢ine proteina. Zatim su vrednosti dodatno normalizovane na vrednosti interne kontrole da bi se
omogucilo pracenje stepena uspesnosti transfera i poredenje medu membranama na kojima se nalaze
razli€iti setovi uzoraka. Kao interna kontrola sluzio je uzorak proteina dobijen izolacijom iz Citavog
pacovskog mozga, obraden i nalivan na svaku membranu u istoj koncentraciji kao i uzorci od interesa.
Kada su u pitanju proteini kojima su pracene fosforilisane i ukupne forme, koris¢en je uvek par
membrana dobijan transferom sa seta gelova iz iste elektroforeze, zbog ¢ega je na gelove uvek nalivan
set kuvanih uzorka na jedan gel i set istih nekuvanih uzoraka na drugi gel za jednu elektroforezu.
Takode, kada je re¢ o fosforilisanim formama proteina, vrednosti dobijene na opisani nacin
normalizovane su uvek na vrednosti ukupnog proteina.

Tabela 5. Sastav rastvora kori$¢enih u Western blot metodi

Rastvori sastav

50mM Tris-HCI pH 7.5

150 mM NaCl

1% NP-40

0,5% Triton-X

RIPA pufer 0,1% SDS

1mM EDTA

1ImM EGTA

Inhibitori proteaza (Roche, Nemacka)
Inhibitori fosfataza (Roche, Nemacka)
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8% i 10% gel za razdvajanje proteina

8% ili 10% akrilamid/bisakrilamid
375 mM Tris-HCI ($tok 1,5M Tris-HCI

pH 8.8)

0,1% SDS
0,1% APS
0,07 % tetrametiletilen diamin (TEMED)

Gel za koncentrisanje proteina

4% akrilamid / bisakrilamid
124 mM Tris-HCI (Stok 0,5M Tris-HCL

pH 6.8)

0,1 % SDS
0,1 % amonijum persulfat
0,07% TEMED

2xLaemmli pufer

31,25 mM Tris pH 6.8
10% glicerol

1% SDS

5% 2-merkaptoetanol
0,025% bromfenol plavo

(engl. Transfer buffer)

Pufer za elektroforektsko razdvajanje %gzmmMMTgrjilécm
proteina (engl. Running buffer) 0.1% SDS
0,
Pufer za elektrotransfer proteina igz/o nr]n ,\itzr;ioclin

25 mM Tris pH 8.3

Tris-Tween 20 pufer (TBST)

20 mM Tris pH 7.6
137 mM NaCl
0,05% Tween 20

Hemiluminiscentni supstrat sa luminolom

2,5 mM luminol (S§tok 250mM u DMSO)
0,396mM p-kumarinska kiselina (Stok

90mM u DMSO)

0,1M Tris-HCI (Stok 1M Tris-HCI, pH

8.5)
Tabela 6. Spisak kori§¢enih primarnih antitela
I Poreklo . " Katalo$ ..
Specifi¢nost i tip proizvodac i broj razblazenje
misje, Santa Cruz Biotechnology, i .
mTOR monoklonsko Inc, SAD sc-517464 1:2000
i misje, Santa Cruz Biotechnology, i .
p-mTOR Ser2448 monoklonsko Inc, SAD sc-293133 1:500
i misje, Santa Cruz Biotechnology, i .
p-mTOR Ser2481 monoklonsko Inc, SAD sc-293132 1:500
zecje, Santa Cruz Biotechnology, i .
Akt poliklonsko Inc, SAD 5¢-8312 1:2000
i zecje, Santa Cruz Biotechnology, i i .
p-Akt Thr308 noliklonsko Inc. SAD SC-16646-r 1:6000
i misje, Santa Cruz Biotechnology, i .
p-Akt Ser473 monoklonsko Inc, SAD sc-293125 1:500
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misje, Santa Cruz Biotechnology, i .
p70 S6K monoklonsko Inc. SAD sc-8418 1:1000
i misje, Santa Cruz Biotechnology, i .
p-p70 S6K monoklonsko Inc, SAD sc-8416 1:1000
kozje, Santa Cruz Biotechnology, i .
DIR poliklonsko Inc, SAD sc-31478 1:500
zecje, Santa Cruz Biotechnology, i .
D2R poliklonsko Inc, SAD sc-9113 1:1000
Tabela 7. Spisak koris¢enih sekundarnih antitela
Specifi¢nost Poreklo i tip proizvodac Ka;itt}skl razblaZenje
o govede, Santa Cruz Biotechnology, i _
anti-zecje ooliklonsko Inc, SAD sc-2370 1:5000
e magarece, Santa Cruz Biotechnology, i .
anti-kozje ooliklonsko Inc, SAD sc-2020 1:5000
Anti-misje zecje, DAKO, SAD P0260 1:3000
poliklonsko

3.6. Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada podataka uradena je pomocu GraphPad Prism 8 softvera (GraphPad Prism
Software, San Diego, CA). Pre odabira specifi¢nog statistickog testa za poredenje izmedu uzoraka
uraden je D’Agostino Pearson omnibus test za procenu normalne raspodele. U slucaju grupa kod
kojih vrednosti nisu pokazivale normalnu raspodelu, raden je najpre test kojim se identifikuju
odstupajuce vrednosti (engl. outliers). Ukoliko ne bi postojala normalna raspodela ni nakon
uklanjanja odstupajucih vrednosti, raden je odgovarajuci neparametrijski test za datu analizu.

Za analizu medusesijske habituacije iz testa otvorenog polja korS¢ena je jednofaktorska ANOVA
sa ponovljenim merenjima, pracena Dunnett-ovim post hoc testom za grupe sa normalnom
raspodelom, dok je za grupe koje nisu pokazivale normalnu raspodelu korisé¢en Friedman-ov test
pracen Dunn-ovim post hoc testom. Za analizu unutarsesijske habituacije kori$éen je parni t-test za
grupe sa normalnom raspodelom i Wilcoxon-ov test za grupe koje nisu imale normalnu raspodelu.

Za statisticku analizu rezultata indeksa krhkosti, parametara anksioznosti iz testa svetlo-tamne
kutije i testa otvorenog polja, rezultata testa istrazivanja novog predmeta i rezultata Western blot
analize koris¢ena je jednofaktorska ANOVA pra¢ena Dunnett-ovim post hoc testom u slucaju
normalne raspodele, i Kruskal-Wallis test pracen Dunn-ovim post hoc testom u slu¢aju kada vrednosti
nisu pokazivale normalnu raspodelu.

Rezultati svih navedenih testova prikazani su kao srednja vrednost + standardna greska (engl.
Standard Error of Mean, SEM), a statisti¢ki zna¢ajnim razlikama smatrane su one sa vrednostima
p<0,05.

RT-PCR rezultati analizirani su pomo¢u RQ Study Add ON softvera sa intervalom poverenja
od 95% (p<0,05).

46



4. REZULTATI

4.1. Promene fizioloskih parametara muzjaka i Zenki Wistar pacova AL i DR grupa tokom

starenja

4.1.1. Promene u unosu hrane muzjaka i Zenki Wistar pacova tokom starenja

U cilju preracunavanja koli¢ine hrane potrebne za Zivotinje koje ¢e biti podvrgnute dijetalnoj
restrikciji merena je prosecna potro$nja hrane kod kontrolnih Zivotinja odgovarajuéih starosnih grupa
i dobijeni podaci su prikazani u Tabelama 819 . Uoceno je da je unos hrane kod muzjaka bio smanjen
za 6% izmedu 6. i 18. meseca, ali da se nakon pocetnog trenda smanjenja unos hrane poveéao za 30%
u 24. mesecu u odnosu na 6 meseci starosti (Tabela 4.1.1).

Nasuprot muzjacima, kod Zenki Wistar pacova je uoc¢eno blago i postepeno smanjenje unosa
hrane tokom starenja. Zenke stare 18 meseci su u proseku unosile 7% manje hrane u poredenju sa 6
meseci starim, dok je u dobi od 24 meseca smanjenje unosa hrane iznosilo 10% (Tabela 4.1.2).

Tabela 8. Unos hrane tokom starenja kod muzjaka Wistar pacova

Starost Prosecan unos Prosecan kalorijski

muZjaka hrane po Zivotinji unos po Zivotinji
(mesec) (gram) (Cal)

6 19 52,2

15 18,5 50,9

18 18 49,5

21 24 66

24 25 68,8

Tabela 9. Unos hrane tokom starenja kod zenki Wistar pacova

Starost Prosecan unos Prosecan kalorijski
Zenki hrane po Zivotinji unos po Zivotinji
(mesec) (gram) (Cal)
6 15 41,2
15 14,5 39,8
18 14 38,5
21 13,5 37,1
24 13,5 37,1

4.1.2. Promene telesne mase kod muzjaka i zenki Wistar pacova AL i DR grupa tokom starenja

Uoceno je da prirast telesne mase kod Zivotinja AL grupe prati povecanje unosa hrane. Telesna
masa muzjaka koji su imali slobodan pristup hrani tokom celog Zivota se progresivno povecavala kod
svih ispitivanih jedinki (Slika 4.1). Kod Zivotinja kojima je DR rano otpoceta (RODR) sa navrSenih
6 meseci zivota, gubitak telesne mase desavao se u prva tri meseca nakon ¢ega je usledila plato faza,
odnosno telesna masa je bila stabilna sve do navrSenih 18 odnosno 24 meseca zZivota. Kada je re¢ o
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kasno otpoc¢etoj DR (KODR), obrazac promena koje su usledile po njegovom uvodenju se razlikovao
u zavisnosti od trenutka uvodenja. Kod 15 meseci starih zivotinja nakon inicijalnog blagog pada u
prvom mesecu, uocljivije smanjenje telesne mase izmereno je u drugom mesecu DR, nakon ¢ega nije
dolazilo do promene. Kod 21 mesec starih Zivotinja najdrasti¢nije smanjenje telesne mase uocava se
u prvom mesecu DR, nakon ¢ega se trend nastavlja do navrSenih 24 meseca.
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Slika 4.1 Pojedinacne vrednosti telesne mase muZjaka pacova AL grupe (A), 18 meseci starih
muZjaka RODR (B) i KODR (D) grupa i 24 meseca starih muzZjaka RODR (C) i KODR (E)
grupa.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija
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Kada je re¢ o zenkama, variranje telesne mase se kretalo u manjem rasponu u odnosu na
muZjake u svim posmatranim starosnim tackama (Slika 4.2). Kod Zenki koje su imale slobodan
pristup hrani, uprkos spontanom smanjenju unosa hrane tokom zivota, zabelezeno je povecanje
telesne mase, ali zna¢ajno manjeg stepena nego kod muzjaka. Stavise, uogeni porast telesne mase
otpoc€injao je tek od 15. meseca zivota.

U slucaju Zenki izlozenih RODR, najdrasti¢nije smanjenje telesne mase zabelezeno je u
prvom mesecu po uvodenju DR, ali manje izraZzeno nego kod muzjaka. Nakon inicijalnog smanjenja,
masa je bila relativno stabilna do 15. meseca, kada je usledilo blago povecéanje sve do 18. meseca
zivota. Kod zenki 24m RODR grupe, u periodu od 18. do 24. meseca Zivota nije uo¢eno znacajno
variranje telesne mase.

KODR je dovela do drasti¢nijeg smanjenja telesne mase kada je uvedena kod 15-mesecnih
zenki, koje je bilo izrazenije u drugom i treéem u odnosu na prvi mesec, dok uvodenje ovog rezima
ishrane u starosti od 21 mesec nije dovelo do dramati¢nog gubitka telesne mase. Iako je, kao i kod
dvogodisnjih muzjaka KODR grupe, kod Zenki najveéi gubitak telesne mase uocen odmah po
uvodenju DR, nakon toga nije dolazilo do daljeg gubitka telesne mase. Ovo je ujedno i rezultat koji
se klju¢no razlikovao kod muzjaka i zenki, i koji ide u prilog izmerenim vrednostima unosa hrane.

49



AL
600
=
3
g 400+
[}
=]
]
L]
E 200
0
Starost (meseci)
B C
18m RODR 24m RODR
600 600
c C
i 1
g 4001 é’ 4001
Z g
Z W Z et =ttt 3=
S 200 —-— i S s = 2 S
‘\\I\I\I‘lﬁ‘ll_" O 77T 77T T 7T T T T T T T T T T T T 1
6 7 &8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 I8 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24
Starost (meseci) Starost {mescci)
D 18m KODR E 24m KODR
600 600
c @
] 3
= 400 < 400
g £
E — g s S
a 1
2 2
ﬂ 2004 = 2004 %‘Z.
0 T T T T 0 T T T T
15 16 17 18 21 22 23 24
Starost (mescci) Starost (meseci)

Slika 4.2 Pojedinacne vrednosti telesne mase Zenki pacova AL grupe (A), 18 meseci starih Zenki
RODR (B) i KODR (D) grupa i 24 meseca starih Zenki RODR (C) i KODR (E) grupa.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

4.1.3. Prezivljavanje muzjaka i zenki Wistar pacova AL i DR grupa tokom starenja

Tokom trajanja eksperimenta pra¢ena je smrtnost zivotinja (Tabele 4.2.1 i 4.2.2), odnosno
vreme i uzrok umiranja pojedinac¢nih Zivotinja u okviru svih eksperimentalnih grupa. Stopa smrtnosti
zivotinja oba pola koje su imale slobodan pristup hrani rasla je sa starenjem, ali je kod muzjaka bila
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znatno veca nego kod zenki u starosnoj grupi od 24 meseca. U datoj starosnoj grupi je procenat
prezivljavanja zenki na AL rezimu ishrane iznosio 60%, dok je kod muzjaka bio 40%. Ova razlika u
smrtnosti izmedu muzjaka i zenki je najve¢im delom uslovljena ve¢im brojem vidljivih tumora kod
24 meseca starih muzjaka, a koji su zbog toga i eutanazirani.

Uvodenje RODR rezultovalo je ve¢im procentom prezivljavanja u odnosu na zivotinje AL
grupa iste starosti, kod oba pola i u obe ispitivane starosne tacke (18 i 24 meseca starih zivotinja)
(Tabele 10 i 11). KODR uvedena u 15. mesecu zivota pokazala se podjednako efikasnom kod
muzjaka 1 kod zenki, rezultuju¢i prezivljavanjem od 100% u trenutku kada su zivotinje dostigle
zeljenu starost od 18 meseci. Medutim, bitna razlika izmedu polova uoc€ena je u slucaju restrikcije
hrane uvedene u kasnijem periodu zivota, koja je kod zenki imala negativan efekat na prezivljavanje,
dok je kod muzjaka imala savim suprotan efekat, odnosno poboljSavala je prezivljavanje. Naime,
KODR uvedena u 21. mesecu Zivota je rezultovala prezivljavanjem od 80% kod muzjaka starih 24
meseci grupe i svega 50%, kod zenki (Tabele 10 i 11).

Tabela 10. Ukupan broj muzjaka pacova na pocetku i na kraju eksperimenta i procenat prezivljavanja
muzjaka AL i DR grupa

MUZJACI
Broj Zivotinja na Broj Zivotinja na kraju
Starost/ReZim % Prezivljavanja pocetku .
i eksperimenta
eksperimenta
6m AL 100% 10 10
18m AL 70% 10 7
24m AL 40% 31 13
18m RODR 80% 9 7
18m KODR 100% 8 8
24m RODR 90% 9 8
24m KODR 80% 10 8

AL-Ad libitum, RODR- rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR- kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

Tabela 11. Ukupan broj zenki pacova na pocetku i na kraju eksperimenta i procenat prezivljavanja
zenki AL I DR grupa

ZENKE
Broj Zivotinja Cxs e s .
Starost/Rezim v .% . na goéetku : Broj ZlVOtl.nJ a na kraju
PrezZivljavanja . eksperimenta
eksperimenta
6m AL 100% 9 9
18m AL 70% 10 7
24m AL 60% 15 9
18m RODR 80% 9 7
18m KODR 100% 6 6
24m RODR 90% 7 6
24m KODR 50% 13 6
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AL-Ad libitum, RODR- rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR- kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

U tabelama 12 i 13 je dat ukupan broj zivotinja koje su uginule ili eutanazirane tokom
eksperimenta (do trenutka Zrtvovanja), starost u trenutku smrti i uzrok smrti za svaku Zivotinju.
Zivotinje su eutanazirane u dogovoru sa rukovodiocem odgajalista kada je bilo procenjivano da su u
bolovima i pate usled prisustva tumora ili infekcija unutra$njeg uha. U slu¢aju uginuca Zivotinja bez
prethodne pojave bolesti, uzrok smrti je oznacen kao nepoznat.

Tabela 12. Vreme 1 uzrok smrti muzjaka pacova AL 1 DR grupa

MUZJACI
Starost/Rezim _Vr_eme Vreme smrti Uzrok smrti
trajanja DR
6m AL X X X
x 12 meseci Eutanazija (upala unutras$njeg
18 AL . uha)
X 17 meseci Nepoznato
X 16 meseci Nepoznato
X 22 meseca Nepoznato
X 23 meseca Nepoznato
X 23 meseca Nepoznato
X 23 meseca Eutanazija (tumor)
X 23 meseca Eutanazija (tumor)
X 22 meseca Eutanazija (tumor)
X 23 meseca Eutanazija (tumor)
X 23 meseca Eutanazija (tumor)
24m AL X 23 meseca Eutanazija (tumor)
X 23 meseca Nepoznato
X 20 meseci Eutanazija (tumor)
X 20 meseci Nepoznato
X 23 meseca Nepoznato
X 19 meseci Eutanazija (tumor)
X 22 meseca Nepoznato
X 19 meseci Nepoznato
X 21 mesec Eutanazija (tumor)
X 19 meseci Eutanazija (tumor)
6-18 meseci 17 meseci Nepoznato
18m RODR 6-18 meseci 18 meseci Eutanazija l(JLrl]I;a)lla unutras$njeg
18m KODR 15-18 meseci X X
6-24 meseca 22 meseca Nepoznato
24m RODR 6-24 meseca 20 meseci Nepoznato
mjsit-CZaél 29 meseca Eutanazija l(Jl;\[;Z)ila unutrasnjeg
24m KODR
21-24 .
23 meseca Eutanazija (tumor)
meseca
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AL-Ad libitum, RODR- rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR- kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

Tabela 13. Vreme i uzrok smrti zenki pacova AL i DR grupa

ZENKE
Starost/ReZim _Vr_eme Vreme smrti Uzrok smrti
trajanja DR
6m AL X X X
X 13 meseci Eutanazija (tumor)
18m AL X 10 meseci — “Nepozlnato —
X 12 meseci utanazija (upala unutrasnjeg
uha)
X 22 meseca Nepoznato
X 21 mesec Nepoznato
24m AL X 23 meseca Nepoznato
X 23 meseca Nepoznato
X 24 meseca Eutanazija (tumor)
X 23 meseca Eutanazija (tumor)
6-18 meseci 17 meseci Nepoznato
18m RODR 6-18 Meseci 18 meseci Eutanazija S;\]g;ﬁ;la unutras$njeg
18m KODR 15-18 meseci X X
24m RODR 6-24 meseca 22 meseca Nepoznato
21-24 meseca 22 meseca Nepoznato
21-24 meseca 21 mesec Eutanazija l(};]%e)lla unutrasnjeg
21-24 meseca 23 meseca Nepoznato
21-24 meseca 22 meseca Nepoznato
24m KODR 21-24 meseca 22 meseca Nepoznato
21-24 meseca 23 meseca Eutanazija l(Jlrl]I;.;lla unutrasnjeg
21-24 meseca 24 meseca Eutanazija l(Jlrl]I;.;lla unutrasnjeg

AL-Ad libitum, RODR- rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR- kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

4.1.4. Klini¢ki indeks krhkosti (FI) muzjaka i zenki Wistar pacova AL i DR grupa

U cilju potpunijeg sagledavanja sveukupnog stanja muzjaka i zenki Wistar pacova tokom
starenja i pod uticajem razliitih obrazaca DR, odreden je stepen krhkosti (engl. Frailty index, FI).
Najpre je procenjivano stanje razli¢itih organskih sistema zasebno, da bi kasnije, prema formuli
navedenoj u materijalu i metodama, ovi parametri posluzili za izraCunavanje indeksa krhkosti, Koji
je, kako odli¢an indikator opsteg zdravstvenog stanja jedinki, tako i pokazatelj efikasnosti odredenog
farmakoloskog ili nefarmakoloskog tretmana. U tabelama 14, 15,16 i 17 je dat prikaz svih
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pojedinac¢nih parametara koris§¢enih u racunanju indeksa krhkosti, kao i broj zivotinja ocenjivanih
odredenom vredno$c¢u za svaki parametar.

4.1.4.1. Muzjaci

Za procenu indeksa krhkosti, parametrima je dodeljivana ocena 0, 0,5 ili 1 u zavisnosti od
toga da li je parametar od interesa procenjen da je bio bez deficita, sa blagim deficitom ili sa
uznapredovalim deficitom. Na osnovu dodeljenih ocena moZe se zakljuciti da tokom starenja pri
slobodnom pristupu hrani medu muzjacima najcesce dolazi do slabljenja kognitivnih sposobnosti,
sude¢i po DI, indeksu diskriminacije kojim se procenjuje pamcenje i SAB parametru procene
prostorne memorije, nakon ¢ega slede incidence tumora, rektalnog prolapsa i loSe opSte stanja krzna,
(kvalitet, sjaj i razbarusenost, kao mera odrzavanja krzna) (Tabela 14). Kod 18 meseci starih muzjaka,
oba rezima dijetalne restrikcije bila su efikasna u odlaganju starosno zavisnih promena, pa je tako
manji broj muzjaka sa lo§im stanjem krzna, rektalnim prolapsom i loSim ocenama kognitivnih
parametara uo¢en u RODR KODR grupi u odnosu na muzjake 18 meseci AL grupe. Kod 24 meseca
starih zivotinja u¢inkovitost DR je bila manja, te se pozitivni efekat smanjenog unosa hrane ogledao
najviSe u manjem broju Zivotinja kod kojih su bili prisutni tumori, dok su kognitivni parametri bili
losi kao 1 kod ZivotinjaAL grupe iste starosti (Tabela 15).

Tabela 14. Vrednosti individualnih parametara krhkosti kori§¢enih u izratunavanju klini¢kog indeksa
krhkosti kod muzjaka pacova AL grupa tokom starenja.

Eksperimentalna 6 meseci AL 18 meseci AL 24 meseca AL
grupa
Ocena 0 0,5 1 0 0,5 1 0 0,5 1
Alopecija 11 0 0 10 0 0 14 0 0
Dermatitis 11 0 0 10 0 0 14 0 0
Stanje krzna 10 1 0 4 6 0 8 6 0
Tumori 11 0 0 10 0 0 7 1 6
Tremor 11 0 0 9 1 0 14 0 0
ProSireni abdomen 11 0 0 10 0 0 14 0 0
Stanje  miSicnog 1| 9 2 0 9 1 0 13 0 0
masnog tkiva karlice
Gubitak sluha 10 1 0 9 1 0 8 0 6
Naginjanje glave 11 0 0 10 0 0 14 0 0
.1 | Katarakta 11 0 0 10 0 0 14 0 0
Parametri Egzoftalmus 11 0 0 9 0 1 11 1 2
Mikroftalmus 11 0 0 9 0 1 14 0 0
Dijareja 11 0 0 9 0 1 13 1 0
Zutica 11 0 0 10 0 0 14 0 0
Penilni prolaps 11 0 0 10 0 0 13 1 0
Rektalni prolaps 10 1 0 6 1 3 10 2 2
10 1 0 9 0 1 12 0 2
Brzina i dubina disanja
11 0 0 10 0 0 14 0 0
Neuobicajeni zvuci
Pogrbljeni polozaj 11 0 0 10 0 0 13 1 0
Porfirin (crvene suze) 9 0 2 9 0 1 12 0 2
Malokluzija 11 0 0 10 0 0 13 0 1
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!Broj¢ane vrednosti u tabeli predstavljaju broj muZjaka pacova unutar grupe koji ima ocenu 0, 0,5 ili 1
za svaki od parametara koris¢enih za racunanje indeksa krhkosti (6m AL: n=11, 18m AL: n=10, 24m

AL: n=14).

AL-Ad libitum, DI- indeks diksriminacije, SAB-spontane alteracije

Tabela 15. Vrednosti individualnih parametara krhkosti kori§¢enih u izratunavanju klini¢kog indeksa
krhkosti kod muzjaka pacova RODR i KODR grupa.

Eksperimental
na grupa

18 meseci
RODR

18 meseci
KODR

24 meseci
RODR

24 meseci
KODR
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1 Brojéane vrednosti u tabeli predstavljaju broj muzjaka pacova unutar grupe koji ima ocenu 0, 0,5 ili
1 za svaki od parametara koriS¢enih za ra€unanja indeksa krhkosti (18m RODR: n=9, 18m KODR:
=8, 24m RODR: n=8, 24m KODR: n=9)
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RODR- rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR- kasno otpoceta dijetalna restrikcija, DI- indeks
diksriminacije, SAB-spontane alteracije

Na osnovu datih parametara izracunat je indeks krhkosti muzjaka svih eksperimentalnih grupa koji
je o¢ekivano rastao tokom starenja (F (2, 30) = 11,23, p=0,0002). Muzjaci stari 18 meseci imali su 2,5
puta veci indeks krhkosti (post hoc: p=0,0044), dok su oni 24 meseca stari imali ¢ak 3 puta veci indeks
krhkosti u odnosu na 6 meseci stare muzjake (post hoc: p=0,0002) (Slika 4.3, A). Muzjaci iz DR
grupa starosti 18 meseci su imali znacajno nizi indeks krhkosti u odnosi na odgovarajuce starosne
kontrole iz AL grupa (F (2, 22) = 10,97, p=0,0005). RODR je petostruko smanjila vrednosti indeksa
krhkosti (post hoc: p=0,0003) dok je KODR rezultovala dvostruko manjim vredostima (post hoc: p=
0,0123) (Slika 4.3, B) u odnosu na osamnaestomese¢ne muzjake AL grupe. Kod 24 meseca starih
muzjaka, uprkos postojanju blagog trenda smanjenja, nisu zabelezene statisticki znacajne razlike u
vrednostima indeksa krhkosti medu zivotinjama izloZzenim DR i AL rezimima ishrane (Slika 4.3, C).
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Slika 4.3 Vrednosti indeksa krhkosti 6, 18 i 24 meseca starih muZzjaka AL grupa i 18 i 24 meseca
starih muzZjaka RODR i KODR grupa. Grafi¢ki prikaz promene indeksa krhkosti tokom
starenja (A), pod uticajem RODR i KODR u poredenju sa AL starosnom kontrolom u 18 meseci
(B) 1 24 meseca starosti (C). *p<0,05 za efekat starenja, # p<0,05 za efekat rezima DR u odnosu na

starosno odgovaraju¢u AL kontrolu.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija
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4.1.4.2. Zenke

Medu ispitivanim parametrima kod Zenki tokom starenja najprominentniji bili su incidenca
tumora, gubitak sluha, stanje krzna, kao i kognitivni parametri DI i SAB (Tabela 16). U starosnoj
tacki od 18 meseci, RODR je prevenirala pojavu vecine starosno zavisnih promena, osim stanja krzna
1indeksa diskriminacije kojim se procenjuje pamcenje (Tabela 17). KODR je takode pokazala izrazen
protektivni efekat na vecinu parametara. Medutim, slicno RODR, i ovde je izostao pozitivan efekat
na stanje krzna i DI, kao i stanje mi$i¢nog i masnog tkiva.

RODR je bila efikasna u odlaganju pojedinih starosno zavisnih promena, poput gubitka sluha,
i U 24. mesecu zivota. Ipak, negativne posledice starenja nisu bile umanjene ili otklonjene kada je re¢
0 stanju krzna, stanju misi¢nog i masnog tkiva, naginjanju glave, iskolacenosti oc¢iju i DI (Tabela 17).
Kada je re¢ o KODR, u grupi Zenki starih 24 meseca, ova dijeta je dovela do pogorSanja odredenih
parametara, odnosno veci broj zenki ove eksperimentalne grupe imao je simptome gubitka sluha i
losih ocena DI i SAB u odnosu na Zzenke AL grupe iste starosti (Tabela 17).

Tabela 16. Vrednosti individualnih parametara krhkosti kori$€enih u izraCunavanju klini¢kog indeksa
krhkosti kod Zenki pacova AL grupa tokom starenja.

gﬁggnmentalna 6 meseci AL 18 meseci AL 24 meseca AL
Ocena 0 0,5 1 0 0,5 1 0 0,5 1
Alopecija 7 2 0 5 0 2 9 0 0
Dermatitis 9 0 0 6 0 1 9 0 0
Stanje krzna 7 2 0 3 3 1 8 1 0
Tumori 9 0 0 6 0 1 4 1 4
Tremor 9 0 0 6 1 0 9 0 0
Prosireni abdomen 9 0 0 6 1 0 8 0 1
Stanje miSi¢nog 1| 9 0 0 6 0 1 8 1 0
masnog tkiva karlice
Gubitak sluha 9 0 0 3 1 3 4 0 5
Naginjanje glave 9 0 0 7 0 0 9 0 0
.1 | Katarakta 9 0 0 7 0 0 9 0 0
Parametri™ e o oftalmija 9 | 0|0 | 7 0] 0] 9] 0] 0
Mikroftalmija 9 0 0 7 0 0 9 0 0
Dijareja 9 0 0 7 0 0 7 1 1
Zutica 9 0 0 7 0 0 9 0 0
Vaginalni prolaps 9 0 0 4 3 0 9 0 0
Rektalni prolaps 9 0 0 7 0 0 8 0 1
9 0 0 6 0 1 9 0 0
Brzina i dubina disanja
9 0 0 7 0 0 9 0 0
Neuobicajeni zvuci
Pogrbljeni poloZaj 9 0 0 6 0 1 9 0 0
Porfirin (crvene suze) 9 0 0 5 0 2 9 0 0
Malokluzija 9 0 0 7 0 0 9 0 0
DI 5 2 2 0 5 2 1 7 1
SAB 6 1 2 2 4 1 3 3 3
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! Broj¢ane vrednosti u tabeli predstavljaju broj Zenki pacova unutar grupe koji ima ocenu 0, 0,5 ili 1

za svaki od parametara koriS¢enih za raCunanja indeksa krhkosti (6m AL: n=9, 18m AL: n=7, 24m
AL: n=9).

AL-Ad libitum, DI- indeks diksriminacije, SAB-spontane alteracije

Tabela 17. Vrednosti individualnih parametara krhkosti koris¢enih u izra¢unavanju klini¢kog indeksa
krhkosti kod Zenki pacova RODR i KODR grupa.

Eksperimental 18 meseci 18 meseci 24 meseci 24 meseca
na grupa RODR KODR RODR KODR

Ocena 0,5 0,5 0,5 0,5

Alopecija 0 1 0 0

Dermatitis

Stanje krzna

Tumori

Tremor

S EN]ENIFN EN] BN
o|o|lo|w|o
o|o|o|o|o|lo|-
ololu|w|lo|u|o
olo|lo|w|o
olo|lr|olo|o|+
ololu|w|lo|o|o
o|o|r|w o
o|o|o|o|o|o|r
go|o|o|a|o|o
olo|o|o|o
=

Prosireni
abdomen

o
o
o
ol
=
w
w
o
ol
o
=

Stanje miSi¢nog | 7
i masnog tkiva
karlice

Gubitak sluha

Parametrit Naginjanje glave

Katarakta

Egzoftalmija

Mikroftalmija

Dijareja

Zutica

(S ENTEN] EN]ENIEN] EN] BN
wlo|o|o|lo|o|o|o
Nvio|lo|lolojlo|lo|lo
olo|o|o|o|o|o|o
olo|o|o|lo|o|o|o
olo|o|o|lo|o|o|o
olo|o|o|w|o|w|u;
olo|o|o|lw|o|nv|o
olo|o|o|lo|o|r|-
uvllo|o|ul|o|o|o|
olo|o|o|lo|o|o|r
Rlo|lo|lr|lolo|lolw

Vaginalni
prolaps

~
(@)
(@)
(o))
(@)
(@)
o
[EY
o
ol
(@)
=

Rektalni prolaps

Brzina i dubina | 7 0 0 6 0 0 5 0 1 5 1 0
disanja

Neuobicajeni 7 0 0 6 0 0 5 0 1 6 0 0
zvuci

Pogrbljeni 7 0 0 6 0 0 6 0 0 5 1 0
polozaj

Porfirin (crvene | 7 0 0 6 0 0 5 0 1 6 0 0
suze)

Malokluzija 7 0 0 5 0 1 6 0 0 6 0 0
DI 4 2 1 3 3 0 1 4 1 0 3 3
SAB 5 2 0 5 0 1 5 1 0 2 2 2

! Broj¢ane vrednosti u tabeli predstavljaju broj zenki pacova unutar grupe koji ima ocenu 0, 0,5 ili 1
za svaki od parametara koriS¢enih za raCunanja indeksa krhkosti (18m RODR: n=7, 18m KODR: =6,
24m RODR: n=6, 24m KODR: n=6).

RODR- rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR- kasno otpoceta dijetalna restrikcija, DI- indeks
diksriminacije, SAB-spontane alteracije
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Negativne posledice starenja rezultovale su i vi§im vrednostima indeksa krhkosti kod 18 i 24
meseca starih Zenki u odnosu na 6 meseci stare jedinke (p<0,0001). Indeks krhkosti al libitum
hranjenih Zenki starih 18 meseci bio je petostruko veci, a kod 24 meseca starih ¢etvorostruko veéi u
odnosu na indeks krhkosti Sestomese¢nih zenki, odnosno u okviru obe grupe starih Zenki je
detektovan veci udeo krhkih jedinki (post hoc: p=0,002, p=0,006, redom) (Slika 4.4, A).

U vremenskoj tacki od 18 meseci uoceni su pozitivni efekti DR, bez obzira na vreme
otpocinjanja i duzinu trajanja dijete (F(2,13)=5,107; p=0,02). Osamnaestomesecne zenke RODR grupe
imale su 5,5 puta manju vrednost indeksa krhkosti (Post hoc: p=0,02) a KODR grupe 3 puta manju
vrednost u poredenju sa Zenkama iste starosti AL grupe (Post hoc: p=0,03) (Slika 4.4, B).

U dobi od 24 meseca samo je RODR imala pozitivan efekat na indeks krhkosti (p=0,05), koji
je bio dvostruko nizi u odnosu na Zenke AL grupe iste starosti (post hoc: p=0,05). Nasuprot tome,
KODR nije dovela do znac¢ajnih razlika u stepenu krhkosti (Slika 4.4, C).
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Slika 4.4 Vrednosti indeksa krhkosti 6, 18 i 24 meseca starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca
starih Zenki RODR i KODR grupa. Grafi¢ki prikaz indeksa krhkosti tokom starenja (A), pod
uticajem RODR i KODR u poredenju sa AL starosnom kontrolom u 18 meseci (B) i 24 meseca
starosti (C). *p<0,05 za efekat starenja, # p<0,05 za efekat rezima DR u odnosu na starosno

odgovarajucu AL kontrolu.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoCeta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija
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4.2. Ponasanje muZjaka i Zenki Wistar pacova AL i DR grupa tokom starenja

4.2.1. Ponasanje zenki Wistar pacova AL i DR grupa tokom starenja u testu otvorenog polja

Testom otvorenog polja pracena je ukupna aktivnost zivotinja, odnosno ukupni predeni put
kao odraz spontane lokomotorne aktivnosti i ukupna vertikalna aktivnost kao pokazatelj sklonosti
zivotinja da istrazuju prostor u kome se nalaze. Ponavljanje ovog testa tokom 3 uzastopna dana dalo
je uvid u sposobnost Zivotinje da habituira, odnosno da se prilagodava na sredinu u kojoj se nalazi.
Naime, istrazivacko ponasanje Zivotinje koja se nasla u novom prostoru ima tendenciju smanjenja
kroz vreme (Leussis i Bolivar, 2006). Prilikom prvog izlaganja novom prostoru, Zivotinja istrazuje i
pamti informacije o istom, tako da pri ponovnom izlaganju, koje se desava obi¢no nakon 24 Casa,
prepoznajuci prostor pokazuje manju zainteresovanost za istrazivanje ukoliko je o¢uvana funkcija
dugotrajne memorije. Ovakvo ponaSanje smatra se najjednostavnijim oblikom uc¢enja i naziva se
habituacija. Pored pomenute medusesijske habituacije, koja ukazuje na ocuvanu dugotrajnu
memoriju, unutarsesijska habituacija sluzi za procenu kratkotrajne memorije i sposobnosti
prilagodavanja. Poredenjem lokomotorne i vertikalne aktivnosti u prvih 5 i poslednjih 5 minuta sesije
merena je unutarsesijska habituacija, dok je medusesijska habituacija merena poredenjem aktivnosti
koja se desila za vreme trajanja sesije od 30 minuta, tokom 3 uzastopna dana.

Na osnovu ovih ispitivanih parametara dobijena je informacija o motorickim i kognitivnim
performansama zivotinja na AL i DR rezimima ishrane. Promene u navedenim parametrima testa
otvorenog polja pod uticajem dugotrajne i kratkotrajne DR kod muzjaka Wistar pacova istrazivane
su i publikovane kao deo doktorske disertacije dr Smilje Todorovi¢, te ¢e u ovom pasusu biti
prezentovani samo rezultati dobijeni u eksperimentima na Zenkama.

Poredenjem istrazivacke aktivnosti Zivotinja razli¢itih grupa, uoceno je da se obim iste nije
menjao tokom starenja kao ni pod dejstvom rezima DR. Drugim re¢ima, jednofaktorska ANOVA
statisticka analiza nije pokazala da se predeni put i vertikalna aktivnost statisti¢ki zna¢ajno razlikuju
medu eksperimentalnim grupama.

Uvidom u ispitivane parametre testa, dobijene tokom 3 uzastopna dana testiranja, uoc¢eno je
da postoji ofuvana medusesijska habituacija kod Zenki vecine ispitivanih grupa (Slika 4.5).
Iznenadujuce, izuzetak je predstavljala lokomotorna aktivnost Sestomesecnih i osamnaestomese¢nih
zenki AL grupe (slika 4.5. A, C), dok kod zenki starih 24 meseca KODR grupe nije uo¢eno smanjenje
ni lokomotorne ni vertikalne aktivnosti tokom testiranja (Slika 4.5.G).

Jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjem pokazala je da Zenke stare 24 meseca AL
grupe prelaze manju distancu tre¢eg dana testiranja u odnosu na prvi dan (F,s814, 14,51y = 11,10,
p=0,0015, post hoc: p=0,0057) dok je kod Sestomese¢nih i osamnaestomeseénih Zenki AL grupe
uprkos postojanju istovetnog trenda, izostala statistiCka znacajnost za ovaj parametar. Kada je re¢ o
vertikalnoj aktivnosti, 6 1 18 meseci stare Zivotinje AL grupe bile su znacajno manje aktivne treceg
dana u odnosu na prvi dan (6m AL: F (1,998 11,99) = 6,988, p=0,0097, post hoc: p=0,0242, 18m AL: F
(1,197, 4,786) = 4,438, p=0,0492, post hoc: p=0,0421) (Slika 4.5, A, B), dok su 24 meseca stare Zivotinje
AL grupe imale statisti¢ki zna¢ajno manju aktivnost i drugog i tre¢eg dana u odnosu na prvi dan (F
(1,200, 9,603) = 13,09, p=0,0039, post hoc: p=0,0143, p=0,0096, redom) (Slika 4.5, C).

Osamnaest meseci stare Zenke RODR grupe imale su zna¢ajno manju lokomotornu (F (1,178,
5890) = 4,624, p=0,0729, post hoc: p=0,0102) i vertikalnu aktivnost (F,398, 6,991)=7,568, p=0,0229,
post hoc: p=0,0110) tre¢eg dana testiranja u odnosu na prvi dan (Slika 4.5, D), dok je kod Zenki
KODR grupe iste starosti statisti¢ki znac¢ajan pad lokomotorne (F (1,166, 4,665) = 18,07, p=0,0086, post
hoc: p=0,0129, p=0,0260) i vertikalne aktivnosti (F (1,298, 5,194) = 15,65, p=0,0084, post hoc: p=0,0282,
p=0,0199) bio zabelezen i drugog i tre¢eg dana, u poredenju sa prvim danom (Slika 4.5, F).
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Kada je re¢ o 24 meseca starim zenkama RODR grupe, zabelezen je isti trend kao i1 kod 18
meseci starih Zenki na ovom rezimu ishrane. Drugim re€ima, tre¢eg dana testiranja 24 meseca stare
zivotinje RODR grupe su pokazale statisti¢ki znacajan pad lokomotorne (p=0,0017, post hoc: p=
0,0030) i vertikalne aktivnosti (F (1,121, 4483) = 5,777, p=0,0656, post hoc: p=0,0198) u odnosu na prvi
dan (Slika 4.5, E). Dvadeset Cetiri meseca stare Zenke KODR grupe, sa druge strane, bile su jedina
eksperimentalna grupa koja nije pokazala trend habituacije tokom trajanja ispitivanja oba parametra
(Slika 4.5, G).

Ocuvana habituacija kod zivotinja eksperimentalnih grupa izlozenih dugotrajnoj DR sa ranim
pocetkom je bila u skladu sa postoje¢im podacima o protektivnim svojstvima DR (Carter i sar., 2009;
Ribeiro i sar., 2012), dok su efekti kraktotrajne DR dali dijametralno suprotne efekte u zavisnosti od
vremena otpocinjanja dijete.
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Slika 4.5 Spontana lokomotorna aktivnost (predeni put) i vertikalna aktivnost 6, 18 i 24 meseca
starih Zenki AL grupa (A, B, C) i 18 i 24 meseca starih Zenki RODR (D, E) i KODR grupa (F,
G) u 30-minutnim sesijama tokom tri uzastopna dana u testu otvorenog polja. Rezultati su
izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greSka. *p<0,05 u odnosu na prvi dan testiranja
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AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

Detaljna analiza ponaSanja zenki u toku jedne sesije pokazala je znaCajno smanjenje
lokomotorne i vertikalne aktivnosti u poslednjih 5 minuta sesije u odnosu na prvih 5 minuta kod svih
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grupa (Slika 4.6). Dati pad aktivnosti potvrduje postojanje unutarsesijske habituacije koja ukazuje na
o¢uvanost kratkotrajne memorije. Zivotinje svih ispitivanih eksperimentalnih grupa su se habituirale
unutar sesije i to tokom svih dana izvodenja testa otvorenog polja, Sto pokazuje da je kratkotrajna
memorija zenki Wistar pacova ofuvana tokom starenja i da na nju nijedan od primenjenih rezima
ishrane nije imao uticaja (6m AL predeni put: 1. dan p=0.0003, 2. dan p=0.0068, 3. dan p= 0.0078,
6m AL vertikalna aktivnost: 1. dan p <0.0001, 2. dan p=0.0028, 3. dan p=0.0288; 18m AL predeni
put: 1. dan p= 0.0156, , 2. dan p=0.0119, 3. dan p=0.0057, 18m AL vertikalna aktivnost 1. dan
p=0.0156, 2. dan p=0.0119, 3. dan p=0.0057; 24m AL predeni put: 1. dan p <0.0001, 2. dan p=0.0039,
3. dan p=0.0011, 24m AL vertikalna aktivnost: 1. dan p<0.0001. 2. dan p=0.0156, 3. dan p=0.0078;
18m RODR predeni put: 1. dan p=0.0002, 2. dan p=0.0156, 3. dan p=0.0156; 18m RODR vertikalna
aktivnost: 1. dan p=0.0313, 2. dan p=0.0004, 3. dan p=0.0049; 18m KODR predeni put: 1. dan p=
0.0257, 2. dan p=0.0054, 3. dan p=0.0072; 18m KODR vertikalna aktivnost: 1. dan p= 0.0007, 2.
dan p=0.0040, 3. dan p=0.0081; 24m RODR predeni put: 1. dan p=0.0023, 2. dan p=0.0313, 3. dan
p=0.0012; 24m RODR vertikalna aktivnost: 1. dan p= 0.0004, 2. dan p=0.0038, 3. dan p=0.0037,
24m kODR predeni put: 1. dan p=0.0087, 2. dan p=0.0013, 3. dan p=0.0455; 24m kODR vertikalna
aktivnost: 1. dan p=0.0036, 2. dan p=0.0003, 3. dan p=0.0402).
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Slika 4.6 Spontana lokomotorna aktivnost (predeni put) i vertikalna aktivnost 6, 18 i 24 meseca
starih Zenki AL grupa (A, B, C) i 18 i 24 meseca starih Zenki RODR (D, E) i KODR grupa (F,
G) tokom tri uzastopna dana u testu otvorenog polja. Uunutarsesijska habituacija izmedu prvih
5 i poslednjih 5 minuta. Rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti & standardna greska. *p<0,05
poslednjih 5 u odnosu na prvih 5 minuta.
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AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

4.2.2. Odgovor na stres izazvan novinom kod muzjaka i zenki Wistar pacova AL i DR grupa tokom

starenja

Izlaganje testu otvorenog polja za pacove predstavlja akutni stres, izazvan strahom od
nepredvidivog i nepoznatog, koji se kosi sa njihovom prirodnom sklono$éu da istrazuju novi prostor,
radoznalo$¢u i snalazljivos¢u a u odgovor na ovaj stres je ukljucen i gastrointestinalni sistem. Jedna
od metoda za procenu reakcije gastrointestinalnog sistema podrazumeva pracenje broja bolusa (van
den Buuse i sar., 2001). Tokom 3 uzastopna dana testiranja u testu otvorenog polja praceno je
prisustvo i broj bolusa za svaku testiranu zZivotinju, kako bi se procenio odgovor na stres i sposobnost
habituacije tokom vremena.

4.2.2.1. Muzjaci

Trend habituacije, odnosno privikavanja na novinu, analiziran je kroz broj ostavljenih bolusa
u okviru svake ispitivane grupe. Kod Zivotinja sa slobodnim pristupom hrani, statisticka znacajnost
je izmerena kod Sestomesec¢nih (F (1,471, 10300 = 11,40, p=0,0039) i 18-mesecnih muzjaka AL grupe (F
(1,767, 10,60) = 6,454, p=0,0167, post hoc: p=0,0043, p=0,0173, redom) (slika 4.7, prvi i drugi panel),
ukazujuéi da su muzjaci iz ove dve grupe pokazivali smanjen nivo stresa pri ponovnom izlaganju
novoj sredini.

Kada je re¢ o muzjacima koji su bili izloZzeni DR, uprkos postojanju opadajuéeg trenda kod
vecéine grupa, statisticki znacajno manji broj bolusa je zabeleZen tre¢eg u odnosu na prvi dan samo
kod 18-mese¢nih muzjaka RODR grupe (F (1,550, 6,198) = 6,196, p=0,0377, post hoc: p=0,05) (slika 4.7,
4. panel) te se jedino kod ove grupe moze govoriti o protektivnom dejstvu restriktivne dijete.

2_ Wé Hw ﬁ‘l "i I

123 123 123 1 123 123

6mAL 18m AL 24mAL  18mRODR 18mKODR 24mRODR 24m KODR

Broj fekalnih bolusa tokom 3 uzastopna dana testiranja
(muzjaci)

Slika 4.7 Broj bolusa 6, 18 i 24 meseca starih muzjaka AL grupa i 18 i 24 meseca starih muzjaka
RODR i KODR grupa, tokom tri uzastopna dana testiranja u testu otvorenog polja. Rezultati
su izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za promene tokom tri uzastopna dana
unutar iste grupe.
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4.2.2.2. Zenke

Tokom tri uzastopna dana testiranja nije doslo do karakteristicnog smanjenja broja bolusa
kada su u pitanju zenke AL grupa.

Efekti rezima smanjenog unosa hrane bili su narocCito uocljivi u slucaju dugotrajne DR.
Statisticka analiza je pokazala da su osamnaestomese¢ne zenke RODR grupe ostavljale znacajno
manje bolusa drugog i tre¢eg dana testiranja u odnosu na prvi dan (p=0,0041, post hoc: p=0,0222,
p=0,0462, redom) (Slika 4.8, panel 4). Ista promena detektovana je kod zenki KODR grupe iste
starosti koje su ostavljale zna¢ajno manje bolusa drugog i tre¢eg dana u poredenju sa prvim danom
(F @792, 10,75) = 10,09, p=0,0040, post hoc: p=0,0186, p= 0,0179, redom) (Slika 4.8, panel 5).

RODR je uticala na odgovor na stres i u najstarijoj grupi Zenki. Drugog i treCeg dana testiranja
dvadesetcetvoromesecne zenke RODR grupe ostavljale su zna¢ajno manje bolusa u odnosu na prvi
dan (F (1,188, 5,941 = 16,53, p=0,0058, post hoc: p=0,0472, p=0,0002) (Slika 4.8, panel 6). Kod Zenki
KODR grupe iste starosti izostao je statisticki znacajan trend smanjenja broja bolusa kroz dane, koji
je zabeleZen u svim ostalim eksperimentalnim grupama (Slika 4.8, panel 7).

*
*

z_ M W M

1 23 1 23 123 1 23 123 123 123

6mAL 18m AL 24mAL  18mRODR I8mKODR 24mRODR 24m KODR

Broj fekalnih bolusa tokom 3 uzastopna dana testiranja
(Zenke)
*

Slika 4.8 Broj bolusa 6, 18 i 24 meseca starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki
RODR i KODR grupa, tokom tri uzastopna dana testiranja u testu otvorenog polja. Rezultati
su izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za promene tokom tri uzastopna dana
unutar iste grupe.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

4.2.3. Prepoznavanje novog predmeta kao odraz ocuvane kratkotrajne i dugotrajne memorije kod

muZjaka i zenki Wistar pacova AL i DR grupa tokom starenja

Test prepoznavanja novog predmeta je koriS¢en za procenu kratkotrajne i dugotrajne
memorije muzjaka i Zenki Wistar pacova, a zasniva se na urodenoj sklonosti glodara da istrazuju
novinu.
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U sesiji familijarizacije, u kojoj je zivotinjama svih eksperimentalnih grupa nudeno da
istrazuju dva identi¢na predmeta smestena na suprotne strane arene, rezultati t testa ukazali su da
zivotinje nisu ispoljavale preferencu za odredenu stranu arene (Slika 4.9, A, C). Takode, obzirom da
je eksperiment raden paralelno u dva kaveza, i da se set od dva identi¢na predmeta razlikovao u
kavezima 1 i 2, t test je pokazao i da se ukupno vreme istrazivanja predmeta nije razlikovalo medu
kavezima, odnosno ponudeni predmeti izazivali su isto interesovanje zivotinja. (Slika 4.9, B, D). Dati
rezultati ukazuju da je ponaSanje zivotinja, evaluirano u sesijama prepoznavanja novog predmeta koje
su sledile nakon familijarizacije zivotinja sa predmetima, odraz istrazivackog ponasanja vezanog za
novinu a ne preference za odredenu stranu arene ili ve¢e/manje zainteresovanosti za predmet zbog
preferiranja njegovih svojstava.
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Slika 4.9 Preference za stranu arene (A, C) i predmet (B, D) 6, 18 i 24 meseca starih muzjaka i
Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih muzjaka i Zenki RODR i KODR grupa tokom 30 minuta
faze familijarizacije Testa prepoznavanja novog predmeta. Rezultati su izrazeni kao srednje
vrednosti & standardna greska.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

4.2.3.1. Muzjaci

Po zavrSetku faze familijarizacije, Zivotinje su vra¢ane u maticni kavez na sat vremena, nakon

¢ega im je u areni ponuden jedan poznati i jedan novi predmet, i mereno je vreme provedeno u

istrazivanju predmeta. Efekat starenja i DR na kratkotrajnu i dugotrajnu memoriju procenjivan je
67



pomocu odgovarajuc¢e formule koja u obzir uzima vreme istrazivanja novog i starog predmeta tj.
njihov odnos (ER, engl. exploration ratio formula). Pre poredenja izmedu grupa Zivotinja, za svaku
eksperimentalnu grupu uraden je t-test za jedan uzorak, koji je dao informaciju da li je unutar grupe
nivo diskriminacije novog predmeta statisticki znacajno visi od nivoa slu¢ajnog istrazivanja (za koji
je uzeta teorijska vrednost od 50% za datu grupu) odnosno da li uopste postoji prepoznavanje novog
predmeta. Statisticka znacajnost uocena je kod Sestomesec¢nih (p=0,0002) i 24-mese¢nih muzjaka AL
grupe (p=0,0271) u testovima procene kratkotrajne memorije (slika 4.10, A), dok je u testu procene
dugotrajne memorije statisticka znac¢ajnost uo¢ena samo kod Sestomese¢nih muzjaka AL grupe (p=
0,0121), ukazujuéi da kod muzjaka ovih grupa postoji jasna preferenca ka novini koja ukazuje na
ocuvan memorijski odgovor.

Rezultati testa prepoznavanja novog predmeta su pokazali da proces starenja i izlozenost
razli¢itim dijetalnim rezimima nisu imali uticaja na kratkotrajnu memoriju muzjaka tj. na
zainteresovanost za istrazivanje novog predmeta (Slika 4.10, A).

Dugotrajna memorija testirana je 24 sata nakon prvog testa, pri cemu je Zivotinjama ponuden
jedan poznati i jedan novi predmet za istrazivanje. Slican obrazac promena uocen je i na nivou
dugotrajne memorije, sa izuzetkom muzjaka najstarije KODR grupe (F (2, 16) = 3,637, p=0,0499).
Naime, 24-mese¢ni muzjaci KODR grupe imali su dvostruko nize ER vrednosti od muzjaka iste
starosti sa slobodnim pristupom hrani, §to ukazuje da je na njihovu dugotrajnu memoriju KODR imala
negativan efekat (post hoc: p=0,0301) (Slika 4.10, B, panel desno).
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Slika 4.10 IstraZivanje novog predmeta 6, 18 i 24 meseca starih muzjaka AL grupa i 18 i 24
meseca starih muzZjaka RODR i KODR grupa, tokom 10-minutnih sesija za procenu
kratkotrajne (A) i dugotrajne memorije (B). Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti +
standardna greska. *p<0,05 za efekat starenja, # p<0,05 za efekat rezima DR u odnosu na starosno
odgovarajuc¢u AL kontrolu, $ unutar grupe vrednost ER iznad nivoa slucajnog istrazivanja (50%
teorijske verovatnoce)

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

4.2.3.2. Zenke

Test prepoznavanja novog predmeta ukazao je na znacajne razlike izmedu muzjaka i Zenki.
Za pocetak, t-testom za jedan uzorak utvrdena je statisti¢ki znacajno vec¢a ER vrednost od vrednosti
slucajnog istrazivanja kod zenki 6 meseci AL grupe (p=0,0038), 24 meseca AL grupe (p=0,0003), 18
meseci RODR (p=0,0024) i KODR grupe (p=0,0225) i 24-mese¢nih zenki RODR grupe (p=0,0156),
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zatest procene kratkotrajne memorije, i 6-mesecnih Zenki AL (p=0,0196) i 18-mese¢nih RODR grupe
(p=0,0005), za test procene dugotrajne memorije. Kod navedenih grupa, Zivotinje su prepoznavale,
odnosno preferirale novi predmet.

Starije zenke koje su imale slobodan pristup hrani su pokazivale znac¢ajno manje interesovanje
za novi predmet u poredenju sa mladim Zenkama, ukazujuéi na pogorsanje kratkotrajne memorije
tokom starenja (F 2,16) = 12,20, p=0,0006). Vrednosti ER kod 18-mese¢nih i 24-mese¢nih zenki AL
grupe bile su 30% i 20% niZze u odnosu na 6-mesec¢ne zenke AL grupe (post hoc: p=0,0003, p=0,0104,
redom) (Slika 4.11, A, beli stubici).

DR se pokazala efikasnom u o¢uvanju memorijskog odgovora kod 18 meseci starih Zivotinja,
bez obzira na pocetak i trajanje (F (2, 15 = 5,565, p=0,0156). Naime, 18-mese¢ne zenke RODR i
KODR grupe su 20% odnosno 15% vise preferirale novi, u odnosu na poznati predmet, u poredenju
sa zenkama iste starosti sa slobodnim pristupom hrani (post hoc: p=0,0115, p=0,0490, redom) (Slika
4.11, A, srednji panel).

Medutim, uoceni protektivni efekat dugotrajne DR je nestao tokom starenja, te u dobi od 24
meseca nije bilo razlike izmedu zenki AL i RODR grupe, dok je kod Zenki izlozenih kratkotrajnoj
DR uocen negativni efekat restriktivnog rezima ishrane (F (2, 15) = 4,868, p=0,0235). Zenke KODR
grupe stare 24 meseca su imale 15% manji ER u odnosu na Zzenke AL grupe iste starosti (post hoc:
p=0,0265) (Slika 4.11, A panel desno).

Negativan efekat starenja uocen je i kada je pitanju dugotrajna memorija, buduéi da je starenje
dovelo do losijeg raspoznavanja novog predmeta (F (2, 15) = 4,549, p=0,0325). Vrednosti ER kod 18 i
24 meseca starih Zenki bile su 20% i 15% nize u odnosu na 6 meseci stare (post hoc: p=0,0369,
p=0,0451, redom) (Slika 4.11, B, beli stubiéi).

Kod 18 meseci starih zenki protektivan efekat DR sa ranim pocetkom odrazavao se i na
ocuvanje dugotrajne memorije, pa su 18-mese¢ne zenke RODR grupe imale 15% vece vrednosti ER
u poredenju sa 18-mesecnim zenkama AL grupe (F (2 12) = 6,668, p=0,0167, post hoc: p=0,0486)
(Slika 4.11, B, grafik desno).

Dok je protektivan efekat RODR bio jasan u vremenskoj tacki od 18 meseci, 24 meseca stare
zenke RODR grupe se nisu razlikovale od Zenki AL grupe iste starosti. Takode, iako KODR nije
imala efekta na dugotrajnu memoriju kod 18 meseci starih zenki, kod 24 meseca starih uocen je
negativan uticaj DR. Vrednosti ER kod 24-mese¢nih zenki KODR grupe su ukazivale na znacajno
manji stepen raspoznavanja novog od poznatog predmeta, u poredenju sa 24-mese¢nim zenkama AL
grupe (post hoc: p=0,05) (Slika 4.11, B panel desno) (F (2, 14) = 3,773, p=0,0489).
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Slika 4.11 IstraZivanje novog predmeta 6, 18 i 24 meseca starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca
starih Zenki RODR i KODR grupa tokom 10-minutnih sesija za procenu kratkotrajne (A) i
dugotrajne memorije (B). Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05
za efekat starenja, # p<0,05 za efekat rezZima DR u odnosu na starosno odgovaraju¢u AL kontrolu, $
unutar grupe vrednost ER iznad nivoa slucajnog istrazivanja (50% teorijske verovatnoce)

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

4.2.4. Ponasanje nalik anksioznom kod muzjaka i zenki Wistar pacova AL i DR grupa tokom
starenja
Za procenu ponasanja nalik anksioznom kori$éeni su test otvorenog polja i test svetlo-tamne kutije.

Ova dva testa pripadaju grupi testova zasnovanih na paradigmi pristupanja i izbegavanja, u kom
koncept okruzenja moze biti percipiran kao pretnja za Zivotinju (Lezak i sar., 2017).
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4.2.4.1. Putanje u testu otvorenog polja kod muzjaka i Zenki Wistar pacova AL i DR grupa tokom

starenja

U areni testa otvorenog polja Zivotinje imaju specifi¢ne Sablone kretanja koji ukazuju na nivo
njihove anksioznosti. Sto je Zivotinja vise uznemirena, odnosno anksiozna, to ¢e vise biti izrazen
takozvani tigmotaksis, odnosno sklonost da se krec¢e blizu zidova arene i obrnuto, §to je Zivotinja
slobodnija i manje se oseca ugrozeno, to ¢e vise istrazivati i ulaziti u sredinu arene (Lynn i Brown,
2010).

Tokom procesa starenja nije doslo do znacajne promene tipa i obima kretanja kako kod muzjaka,
tako i kod Zenki (Slika 4.12. i 4.13), iako je kod Zenki primecen veéi obim kretanja uz udaljavanje od
zida arene, §to je bilo naroCito uocljivo izmedu 6 i 24 meseca starih Zenki sa slobodnim pristupom
hrani.

Efekat DR na obim i putanju kretanja se razlikovao u zavisnosti od vremena pocetka i duzine
trajanja DR, kao i pola. Dok je predena distanca bila znatno manja kod 18-mese¢nih muzjaka KODR
grupe u odnosu na 18-mese¢ne muzjake RODR grupe (Slika 4.12), kod Zenki je obim kretanja u ove
dve grupe bio priblizno isti (Slika 4.13).

Dvogodi$nje Zivotinje izloZene kasno otpocetoj DR (KODR grupa) imale su vrlo karakteristi¢an
Sablon kretanja, dominantno uz ivice arene i gotovo bez zalazenja u centralni deo, §to u kombinaciji
sa smanjenom ukupnom motori¢kom aktivno$¢u u poredenju sa drugim grupama ukazuje na visi nivo
anksioznosti u ovim grupama zivotinja oba pola (Slike 4.12 i 4.13).
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Slika 4.12 Putanje kretanja 6, 18 i 24 meseca starih muZjaka AL grupa i 18 i 24 meseca starih
muzjaka RODR i KODR grupa u testu otvorenog polja

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpocéeta dijetalna
restrikcija
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Slika 4.13 Putanje kretanja 6, 18 i 24 meseca starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki
RODR i KODR grupa u testu otvorenog polja

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija
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4.2.4.2. Ispoljavanje ponasanja nalik anksioznom u testu otvorenog polja kod muzjaka i Zenki

Wistar pacova AL i DR grupa tokom starenja

U cilju odredivanja stepena anksioznosti analizirani su slede¢i parametri iz testa otvorenog polja:
ukupni predeni put, broj ulazaka u centralni deo arene otvorenog polja i vreme provedeno u istom.
Za razliku od testa procene motorickih sposobnosti zivotinje u testu otvorenog polja gde je pra¢eno
kretanje Zivotinje tokom 30 minuta, u cilju procene ponasanja nalik anksioznom, aktivnost zivotinje
merena je tokom prvih 10 minuta. Predeni put u kombinaciji sa podacima o broju ulazaka i vremenu
provedenom u centralnom delu arene testa otvorenog polja 1 trajektorijom kretanja zivotinje, dao je
uvid u stepen anksioznosti ispitivanih grupa zivotinja.

4.2.4.2.1. Muzjaci

Dok se ukupni predeni put tokom starenja nije zna¢ajno smanjivao (Slika 4.14, A, beli stubiéi)
broj ulazaka u centralno polje, kao i vreme provedeno u centralnom polju pokazali su trend
smanjivanja tokom starenja (Slika 4.14, B i C, beli stubi¢i). Statisticka analiza je pokazala da su 18,
odnosno 24 meseca stari muzjaci AL grupe provodili statisticki znaCajno manje vremena u
centralnom delu arene u poredenju sa 6 meseci starim zivotinjama (F2,24) = 3,77, p=0,0391, post hoc:
p=0,0374, p=0,0436, redom), ukazujuéi na porast anksioznosti sa starenjem (Slika 4.14 C, beli
stubici).

Ispitivani parametri anksioznosti bili su podlozni promenama pod uticajem ispitivanih reZima DR,
narocito kada je u pitanju KODR rezim ishrane. U tacki od 18 meseci starosti, oba rezima ishrane
dovela su do smanjenja u svakom od ispitivanih parametara u odnosu na zivotinje kontrolne AL
grupe. Medutim, statisti¢ki znacajne razlike kod 18-mesecnih muzjaka RODR grupe zabeleZene su
samo kada je u pitanju vreme provedeno u centru (F ¢, 25 = 18.52, p<0,0001), te su ovi muzjaci
provodili dvostruko manje vremena u centralnom delu u poredenju sa 18-mesecnim muzjacima AL
grupe (post hoc: p=0,0064) (Slika 14, C, srednji panel). KODR je znacajno smanjila ukupni predeni
put (p=0,05), broj ulazaka u centralno polje (p=0,0033) i vreme provedeno u centru u ovoj starosnoj
grupi u odnosu na muzjake AL kontrolne grupe (post hoc: p<0,0001) (Slika 4.14, A, B i C, srednji
paneli).

Kada je re¢ o 24 meseca starim Zivotinjama, efekti dugotrajne restrikcije hrane bili su uoc€ljivi
samo u jednom ispitivanom parametru, odnosno RODR je znacajno smanjila samo broj ulazaka u
centralno polje (F (2 20) = 12,25, p=0,0003, post hoc: p=0,0069) (Slika 4.14, B, panel desno, svetlo
sivi stubi¢). Efekti kratkotrajne DR bili su brojniji od efekata dugotrajne DR, sli¢no situaciji uocenoj
u tacki od 18 meseci. MuZjaci stari 24 meseca KODR grupe imali su manju lokomotornu aktivnost
(F (2 20 = 7,426, p=0,0039), krace vreme provedeno u centralnom delu (p=0,0014) i manji broj
ulazaka u centralni deo (F (2, 20) = 12,25, p=0,0003) u poredenju sa vr$njacima AL grupe. (Slika 4.14,
A, B i C, paneli desno).

Sveobuhvatno gledano, KODR je smanjila vrednosti svih ispitivanih parametara anksioznosti iz
testa otvorenog polja. Ovaj rezim ishrane rezultovao je 40% manjom lokomotornom aktivnosé¢u kod
18 i 24 meseca starih muzjaka u poredenju sa starosno odgovaraju¢im AL kontrolama (post hoc: p=
0,0411, p= 0,0340, redom), smanjenjem broja ulazaka u centralni deo za 80% kod 18 meseci i 90%
kod 24 meseca starih muzjaka (post hoc: p=0,0017, p=0,0002, redom), kao i manjim vremenom
provedenim u centralnom delu za 93% kod 18 meseci i 97% kod 24 meseca starih muZzjaka (post hoc:
p <0,0001, p=0,0008) impliciraju¢i pogorSanje ponaSanja nalik anksioznom kod muzjaka izlozenih
ovom rezimu ishrane bez obzira na starost.
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Slika 4.14 Parametri anksioznosti iz testa otvorenog polja 6, 18 i 24 meseca starih muzZjaka AL
grupai 18 i 24 meseca starih muzjaka RODR i KODR grupa. Spontana lokomotorna aktivnost
(A), broj ulazaka u centralni deo arene testa otvorenog polja (B) i vreme provedeno u
centralnom delu arene testa otvorenog polja (C) tokom 10 minuta. Rezultati su izrazeni kao
srednje vrednosti * standardna greska. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat reZima ishrane
u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija
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4.2.4.2.2. Zenke

Analizom odgovaraju¢ih parametara iz testa otvorenog polja uoceno je da Zenke pokazuju
drugacije promene tokom starenja i pod uticajem DR u odnosu na muzjake, $to je narocito bilo
izraZzeno kod najstarijih Zivotinja. Naime, 24-mese¢ne zenke AL grupe imale su desetostruko veéi
broj ulazaka u centralni deo (p=0,0009, post hoc: p=0,0004) i 8,5 puta duze vreme provedeno u istom
u odnosu na 6-mesecne zenke AL grupe (F (2,21) = 12,74, p=0,0002, post hoc: p=0,0001) (Slika 4.15,
A, B, C, beli stubici).

Oba ispitivana DR rezima su znacajno povecala lokomotornu aktivnost kod 18 meseci starih Zenki
(F 2.15) = 4,386, p=0,0316) (Slika 4.15, A, srednji panel) u odnosu na Zenke kontrolne AL grupe iste
starosti, te je za razliku od muzjaka, kod 18-mese¢nih Zenki RODR i KODR grupe doslo do poveéanja
lokomotorne aktivnosti za priblizno 120% (post hoc: RODR p=0,0401, KODR p=0,0385). U
preostala dva ispitivana parametra nije bilo statisticki znacajnih promena pod uticajem DR uprkos
postojanju trenda porasta.

Zenke stare 24 meseca na RODR takode su pokazivale poveéanu lokomotornu aktivnost (Slika
4.15, A, desni panel) (F 2,17 = 3,682, p=0,0469). KODR nije imala uticaja na lokomotornu aktivnost
24 meseca starih Zenki, ali je rezultovala smanjenjem broja ulazaka (F 216 = 3,907, p=0,0415) i
vremena provedenog u centralnom delu u odnosu na zenke AL grupe iste starosti (F (2,17) = 6,271,
p=0,0091) (Slika 4.15, B i C, desni panel).

Dobijeni rezultati ukazuju na mogucnost postojanja hiperaktivnosti kod starih Zivotinja. Kod Zenki
sa slobodnim pristupom hrani tokom starenja nije uoceno izrazenije ponaSanje nalik anksioznom, ve¢
je naprotiv uo¢eno da 24-mesecne zZenke AL grupe imaju veci broj ulazaka i duze vreme provedeno
u centru u odnosu na 6-mesec¢ne zenke AL grupe. Primena KODR u ovoj starosnoj dobi dovela je do
smanjenja broja ulazaka u centar za 70% (post hoc: p=0,0345) i vremena provedenog u centru za 80%
(post hoc: p=0,0124), sto ukazuje na visi nivo anksioznosti uzrokovan ovim rezimom ishrane (Slika
4.15, B i C, desni panel).
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Slika 4.15 Parametri anksioznosti iz testa otvorenog polja 6, 18 i 24 meseca starih Zenki AL
grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki RODR i KODR grupa. Spontana lokomotorna aktivnost
(A), broj ulazaka u centralni deo arene testa otvorenog polja (B) i vreme provedeno u
centralnom delu arene testa otvorenog polja (C) tokom 10 minuta. Rezultati su izrazeni kao
srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat rezima ishrane
u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija
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4.2.4.3. Ispoljavanje ponasanja nalik anksioznom u testu svetlo-tamne kutije kod muzjaka i Zenki

Wistar pacova AL i DR grupa tokom starenja

Test svetlo-tamne kutije zasnovan je na unutrasnjem konfliktu glodara koji nastaje usled urodene
potrebe glodara da istraZzuju novi prostor i istovremene odbojnosti da borave u otvorenom, jarko
osvetljenom prostoru. Kao takav, upotrebljen je za procenu ponasanja nalik anksioznom na osnovu 5
parametara: latenca, odnosno vreme kasnjenja do ulaska u tamni deo, broj izvirivanja u svetli deo,
vreme zadrzavanja na vratancima izmedu svetlog i tamnog dela, broj izlazaka u svetli deo i vreme
provedeno u svetlom delu.

4.2.4.3.1. Muzjaci

Kod muzjaka pacova koji su imali slobodni pristup hrani, starenje je dovelo do povecanja
anksioznosti, Sto je zaklju¢eno na osnovu razlika u svim ispitivanim parametrima izmedu muzjaka
razli¢itih starosti AL grupa. Naime, dvostruko manji broj izvirivanja i izlazaka zabelezen je kod 18
meseci starih jedinki u odnosu na grupu 6 meseci starih muzjaka (post hoc: p <0,0001, p= 0,0421,
redom). Jo$ izraZenije promene su detektovane u grupi 24 meseca starih muzjaka, koji su prelazili u
tamni deo kutije znatno brze od 6 meseci starih (F (2, 24) = 4,857, p=0,0152), imali su dvostruko manji
broj izvirivanja (F (2, 24) = 32,04, p<0,0001) i izlazaka u svetli deo (p=0,0212), provodili 70% manje
vremena na vratima izmedu tamnog i svetlog dela (F ¢, 24y = 7,500, p=0,0026), i u samom svetlom
delu (F (2, 24y = 5,770, p=0,0090) (Slika 4.16, A, B, C, D, E, beli stubicéi).

Analizom relevantnih parametara, moglo se zakljuciti da dijetalna restrikcija nema znacajnog
uticaja u tacki od 18 meseci. RODR je dovela do promene u samo jednom ispitivanom parametru, te
su muzjaci stari 18 meseci RODR grupe provodili 65% manje vremena u svetlom delu (F (2, 24) =
7,823, p=0,0023, post hoc: p=0,0046) u odnosu na muzjake iste starosti AL kontrolne grupe . Ovaj
parametar je bio takode i jedini koji se menjao pod uticajem KODR u 18 meseci starosti. Naime,
KODR je smanjila vreme provedeno u svetlom delu kod 18 meseci starih Zivotinja u gotovo identi¢noj

meri kao RODR (post hoc: 0,0043) (Slika 4.16, E, srednji panel).

Efekti RODR na ponaSanje nalik anksioznom bili su uocljiviji kod 24 meseca starih muzjaka.
Naime, 24-mese¢ni muzjaci RODR grupe imali su Cetvorostruko duze vreme latence do prelaska u
tamni deo (p= 0,0142, post hoc: p=0,0124) i petostruko duze vreme zadrZzavanja na vratima
(p=0,0035, post hoc: p=0,0017) (Slika 4.16, A'i C, desni panel) u odnosu na 24-mese¢ne muzjake AL
grupe. Kada je re¢ o KODR u ovoj starosnoj grupi, ona je, kao i u slu¢aju 18 meseci starih muzjaka,
dovela do smanjenja vremena provedenog u svetlom delu u odnosu na 24-mese¢ne muzjake AL
grupe, i to za 80% (p=0,0244, post hoc: p=0,0582) (Slika 4.16, E, panel desno).

Uzevsi u obzir parametre testa svetlo-tamne kutije, sposobnost RODR da smanji anksioznost
tokom starenja bila je izrazena samo kod 24 meseca starih muzjaka, dok je kod 18 meseci starih ovaj
efekat izostao u veéini analiziranih parametara. Nasuprot tome, smanjeno vreme boravka u svetlom
delu koje je izmereno kod obe starosne grupe koje su bile izlozene KODR ide u prilog podacima iz
testa otvorenog polja, sugeriSuci povisen nivo anksioznosti kod ovih grupa Zivotinja.
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Slika 4.16 Parametri anksioznosti iz testa svetlo-tamne kutije 6, 18 i 24 meseca starih muzjaka
AL grupa i 18 i 24 meseca starih muzjaka RODR i KODR grupa: latenca do ulaska u svetli deo
(A), broj izvirivanja/istezanja u svetli deo (B), vreme zadrZavanja na vratima (C), broj izlazaka
u svetli deo (D) i vreme provedeno u svetlom delu (E) tokom 10 minuta. Rezultati su izrazeni kao
srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat rezima ishrane
u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

4.2.4.3.2. Zenke

Kod zenki je primenom testa svetlo-tamne kutije uoceno da se tokom starenja nivo anksioznosti
menja u manjoj meri u odnosu na muzjake. Dok se u vremenskoj tacki od 18 meseci nije videla
zna¢ajna promena ni u jednom od ispitivanih parametara u odnosu na Sestomesecne zenke kontrolne
AL grupe, 24-mesecne zenke AL grupe provodile su tri puta manje vremena na vratima izmedu
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svetlog i tamnog dela (F 17 = 6,201, p=0,0095, post hoc: p=0,0120), (Slika 4.17, C, beli stubici),
iako su imale dvostruko veci broj izvirivanja (F @17 = 7,440, p=0,0048, post hoc: p= 0,0049) u
poredenju sa 6-mese¢nim Zenkama AL grupe (Slika 4.17, B, beli stubici).

Kod 18 meseci starih zenki koje su bile podvrgnute DR, znacajne promene zabeleZene su u
vremenu zadrZavanja na vratima (F (2, 16) = 5,408, p=0,0161), broju izlazaka u svetli deo F (2, 16) =
4,234, p=0,0334) i vremenu provedenom u svetlom delu (F ¢, 16) = 6,075, p=0,0109). Duga i kratka
DR imale su gotovo identican efekat kod 18 meseci starih zenki, odnosno udvostrucile su vreme
zadrzavanja na vratima (post hoc: p=0,0117, p=0,0464, redom) i broj izlazaka u svetli deo (post hoc:
p=0,0346 p=0,0305, redom), dok je samo KODR dvostruko produzila boravak u svetlom delu (post
hoc: 0,0094) (Slika 4.17, C, D, E, srednji paneli).

Veoma sli¢an efekat su izazvale duga i kratka DR 1 u starosnoj tacki od 24 meseca, u broju
izvirivanja u svetli deo (F (216) = 11,85, p=0,0007) i vremenu zadrzavanja na vratima (F (2,16) = 4,460,
p=0,0289). Zenke stare 24 meseca RODR i KODR grupe su se zadrzavale 3,5 i 2,5 puta duZe na
vratima (post hoc: p=0,0205 p=0,1035, redom) uprkos priblizno dvostruko manjem broju izvirivanja
(p=0,0018, p=0,0011, redom) u odnosu na kontrolu iste starosti (Slika 4.17, B i C, desni paneli).
RODR je uticala i na broj izlazaka u svetli deo i vreme provedeno u svetlom delu kutije (p=0,0075,
p=0,0022, redom). Naime, 24 meseca stare Zenke na ovom rezimu DR imale su 20 puta viSe izlazaka
u svetli deo (post hoc: p=0,0073) i duze vreme provedeno u svetlom delu kutije (post hoc: p=0,0027)
(Slika 4.17, D, E, desni paneli).

Iako su u starosnoj tacki od 18 meseci oba DR rezima dovela do poboljSanja u parametrima
ponasanja nalik anksioznom, kod 24 meseca starih Zenki ovakav efekat uocen je samo u slucaju
RODR, ukazujuc¢i na vaznost trenutka otpocinjanja DR. Prema ispitivanim parametrima, Zenke 18
meseci starosti uocljivije su reagovale na primenjene rezime ishrane i pokazivale bolje rezultate u
odnosu na zenke iste starosti AL kontrolnih grupa, dok u 24 meseca starosti primena KODR nije
dovela do promene u vecini ispitivanih parametara, slicno situaciji detektovanoj kod muzjaka.
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Slika 4.17 Parametri anksioznosti iz testa svetlo-tamne kutije 6, 18 i 24 meseca starih Zenki AL
grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki RODR i KODR grupa: latenca do ulaska u svetli deo (A),
broj izvirivanja/istezanja u svetli deo (B), vreme zadrzavanja na vratima (C), broj izlazaka u
svetli deo (D) i vreme provedeno u svetlom delu (E) tokom 10 minuta. Rezultati su izrazeni kao
srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat rezima ishrane
u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija
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4.3. Molekularne promene u mozgu muzjaka i Zenki Wistar pacova AL i DR grupa tokom

starenja

4.3.1. Ekspresija gena za D1 1 D2 receptore kod muZzjaka i zenki Wistar pacova AL i DR grupa

tokom starenja

Kako je dopaminski sistem jedan od najvaznijih neurotransmiterskih sistema u regulaciji
ponasanja nalik anksioznom, ispitana je ekspresija D1 (D1R) 1 D2 (D2R) dopaminskog receptora na
translacionom i transkripcionom nivou u kori velikog mozga, strijatumu i srednjem mozgu,

strukturama koje su bogate ovim receptorima i istovremeno ukljuCene u regulaciju motorike 1
anksioznosti (Carr, 2002; Kenneth D. Carr, 2007; Gallardo i sar., 2014).

4.3.1.1. Ekspresija gena za dopaminske D1 i D2 receptore na nivou iRNK kod muzjaka i Zenki

Wistar pacova AL i DR grupa tokom starenja

4.3.1.1.1. Muzjaci

Fiziolosko starenje dovelo je do regionalno-specificnog odgovora u ekspresiji iRNK za
dopaminske receptore. Naime, dok se u kori velikog mozga nivo iRNK za D1R trostruko uvecao kod
24 meseca starih u odnosu na 6 meseci stare muzjake (Slika 4.18, A, beli stubiéi) u strijatumu i
srednjem mozgu nije doslo do promena tokom starenja (Slika 4.18, B i C, beli stubiéi).

Nasuprot tome, povecan nivo iRNK za D2R bio je detektovan u obe posmatrane starosne tacke
(18 i 24 meseca) u kori velikog mozga i srednjem mozgu (Slika 4.18, D i F, beli stubi¢i), dok je u
strijatumu povecanje zabelezeno samo u 24 meseca staroj grupi (Slika 4.18, E, beli stubici).

Jedini efekat RODR bilo je smanjenje nivoa iRNK za D1R i D2R u srednjem mozgu 18 meseci
starih muzjaka za 70% 1 50%, redom (Slika 4.18, C i F, srednji paneli). Sa druge strane, u ovoj
starosnoj grupi, KODR je dovela do trenda povecanja ekspresije iRNK za D1R u svim ispitivanim
strukturama, iako je statisticki znacajno povecanje zabeleZeno jedino u kori velikog mozga za 130%
i srednjem mozgu za 60% kod 18 meseci starih muzjaka (Slika 4.18, A, C, srednji paneli).

Do promena u ekspresiji iRNK za D1R nije doslo ni u jednoj od ispitivanih mozdanih struktura
kada su u pitanju 24 meseca stari muzjaci koji su bili izloZeni rezimima DR.

Kada je re¢ o D2R, RODR je generalno dovodila do smanjenja nivoa iRNK u poredenju sa 24
meseca starim muZzjacima AL grupe, ali je statisticki znac¢ajna promena uo¢ena samo u strijatumu
muzjaka iste starosti RODR grupe, gde je izmeren dvostruko manji nivo iRNK za D2R u odnosu na
muzjake 24m AL grupe (Slika 4.18, E, panel desno).

KODR je dovela do statisticki znac¢ajnih promena samo u kori velikog mozga 24 meseca starih
muzjaka, kod kojih je nivo iRNK za D2R bio trostruko manji u odnosu na muzjake 24m AL grupe
(Slika 4.18, D, grafik desno).
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Slika 4.18 Nivo iRNK za D1R i D2R u kori velikog mozga (A, D), strijatumu (B, E) i srednjem
mozgu (C, F) 6, 18 i 24 meseca starih muZjaka AL grupa i 18 i 24 meseca starih muZjaka RODR
I KODR grupa. Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za efekat
starenja, #p <0,05 za efekat rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa
slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

4.3.1.1.2. Zenke

Iako je tokom starenja kod zenki sa slobodnim pristupom hrani uo¢en drugaciji trend promena u
nivou ekspresije iRNK za D1 i D2 receptore u odnosu na muzjake, promene do kojih je dovodila DR
bile su donekle sli¢ne, narocito kod 18 meseci starih muZjaka 1 Zenki izlozenih KODR. U tacki od 24
meseca starosti, DR je pak izazivala znatno veci broj promena kod Zenki, no kod muzjaka.
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Tokom fiziolo§kog starenja doslo je do smanjenja nivoa iRNK za DIR u kori velikog mozga i
srednjem mozgu. Zenke stare 18 i 24 meseca AL grupe imale su smanjen nivo iRNK za DIR za 20%
i 30%, redom, u kori velikog mozga i 45% i 30%, redom, u srednjem mozgu u odnosu na
Sestomesecne zenke AL grupe (Slika 4.19, A, C, beli stubi¢i). U strijatumu je pak doslo do povecanja
ekspresije tokom starenja, te je kod 18-mese¢nih zenki AL grupe u ovoj strukturi izmereno povecanje
ekspresije gena za D1R na nivou iIRNK od 40% u odnosu na 6-mese¢ne Zzenke AL grupe (Slika 4.19,
B, beli stubi¢i). Slicna promena u strijatumu je detektovana i kada je u pitanju iRNK za D2R, gde je
nakon povecanja od 30% izmerenog u 18. mesecu, u 24. mesecu detektovano smanjenje od 20% u
odnosu na zenke stare 6 meseci AL grupe (Slika 4.19, E, beli stubi¢i). Povisen nivo iRNK za D2R
tokom starenja detektovan je i u srednjem mozgu, gde je kod 18 1 24 meseca starih Zenki izmereno
povecanje od 10% i 30%, redom (Slika 4.19, F, beli stubici).

Kod 18 meseci starih Zenki nivo iRNK za DIR bio je izmenjen pod uticajem RODR i KODR u
kori velikog mozga, strijatumu i srednjem mozgu (Slika 4.19, A, B, C, srednji paneli). Dok je u kori
velikog mozga zZenki 18-mesec¢nih zenki RODR i KODR grupe nivo ekspresije iRNK za D1R bio
povisen za 15% 1 20%, redom, u odnosu na vrSnjakinje AL grupe, u preostale dve strukture poviSen
nivo je zabelezen samo kod zenki KODR grupe. Naime, u strijatumu 18-mesecnih zenki KODR grupe
nivo ekspresije iIRNK za D1R bio je 12% ve¢i, a u srednjem mozgu 35% veci u odnosu na zenke AL
kontrolne grupe iste starosti, dok je u strijatumu RODR indukovala smanjenje iRNK za D1R u
odnosu na 18-mese¢ne zenkeAL grupe.

Nivo iRNK za D2R bio je smanjen u kori velikog mozga 18-mese¢nih zenki KODR grupe, dok je
u srednjem mozgu izmeren porast od 20% pod uticajem oba primenjena rezima ishrane (Slika 4.19,
D, F, srednji paneli).

Kod 24 meseca starih jedinki nivo iRNK za D1 receptor je bio izmenjen pod uticajem DR u kori
velikog mozga, strijatumu i srednjem mozgu (Slika 4.19, A, B, C, paneli desno). Oba rezima DR su
povecavala ekspresiju iIRNK za D1R u kori velikog mozga, dok je u strijatumu ovaj efekat postignut
samo pod uticajem RODR. U srednjem mozgu su KODR i RODR imale suprotne efekte, odnosno
RODR je dovela do povecanja ekspresije iRNK za D1R za 30%, sli¢no efektu koji je imala u ostalim
strukturama, dok je KODR smanjila nivo iRNK za ovaj receptor za oko 15%.

Nivo iRNK za D2 receptor je bio poveéan u svim ispitivanim strukturama 24 meseca starih zenki
pod uticajem DR (Slika 4.19, D, E, F, paneli desno). U kori velikog mozga i srednjem mozgu oba DR
rezima su dovela do povecanja, dok je u strijatumu efekat bio prisutan samo u slu¢aju RODR. U
poredenju sa 24-mesecnim Zenkama AL grupe, vr$njakinje RODR grupe imale su oko 30% vecu
ekspresiju IRNK za D2R u sve tri ispitivane mozdane strukture, dok je KODR rezultovala
povecanjem od 130% u kori velikog mozga, i svega 6% u srednjem mozgu.
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Slika 4.19 Nivo iRNK za D1R i D2R u kori velikog mozga (A, D), strijatumu (B, E) i srednjem
mozgu (C, F) 6, 18 i 24 meseca starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki RODR i
KODR grupa. Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za efekat
starenja, #p <0,05 za efekat rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa
slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija
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4.3.1.2. Ekspresija gena za dopaminske receptore D1 i D2 na nivou proteina kod muzjaka i Zenki

Wistar pacova AL i DR grupa tokom starenja

4.3.1.2.1. Muzjaci

Povisen nivo iRNK za D1 i D2 receptore, detektovan u kori velikog mozga muzjaka AL grupa
tokom starenja, pratila je i povecana proteinska ekspresija ovih receptora.

U odnosu na 24-mese¢ne muzjake AL grupe, nivo DIR bio je povisen za 50% u kori velikog
mozga 18-mesec¢nih i 24-meseénih muzjaka AL grupe (F (2,12) = 7,863, p=0,0106, post hoc: p=0,0143,
p=0,0130, redom) (Slika 4.20, A, beli stubici). Slican trend je detektovan i u strijatumu tokom
starenja, medutim, statisticki zna¢ajno povecanje proteinske ekspresije D1R potvrdeno je samo kod
24 meseca starih muzjaka AL grupe (F (2, 12) = 10,69, p=0,0002, post hoc: p=0,0012 (Slika 4.20, B,
beli stubi¢i). Nasuprot promenama u ove dve mozdane strukture, u srednjem mozgu detektovan je
pad nivoa ekspresije DIR od 40% kod 24 meseca starih muzjaka AL grupe u odnosu na slobodno
hranjene Sestomese¢ne muzjake (F (2, 12) = 13,65, p=0,0008, post hoc: p=0,004). (Slika 4.20, C, beli
stubiéi).

Kod 18 meseci starih muzjaka, nivo proteinske ekspresije D1R u kori velikog mozga i srednjem
mozgu nije se zna¢ajno menjao sa promenom dijetalnog rezima, dok su u strijatumu RODR 1 KODR
dovele do gotovo identi¢nih promena. Naime, u strijatumu 18-mese¢nih muzjaka RODR i KODR
grupe izmereno je povecanje proteinske ekspresije D1R od 50% u odnosu na vrednosti kontrolne AL
grupe (F 2,12 = 5,517, p=0,0135, post hoc: p=0,0209, p=0,0180, redom) (Slika 4.20, B, srednji panel).

U odnosu na 24-mese¢ne muzjake AL grupe, njihovi vr$njaci RODR grupe imali su 60% ve¢i nivo
ekspresije D1R u strijatumu (p=0,0395, post hoc: p=0,0480) i 100% veéi nivo ekspresije u srednjem
mozgu (p=0,0143, post hoc: p=0,0497), (Slika 4.20, B, C, paneli desno). Povecanje ekspresije DIR
detektovano je i u srednjem mozgu 24-mesecnih muzjaka KODR grupe, gde je izmeren 80% visi nivo
ekspresije u odnosu na muzjake odgovarajuce AL grupe (post hoc: p=0,0316) (Slika 4.20, C, panel
desno). Ekspresija D1R se nije znac¢ajno menjala u kori velikog mozga muzjaka DR grupa (Slika
4.20, A).
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Slika 4.20 Ekspresija gena za D1R na nivou proteina u kori velikog mozga (A), strijatumu (B)
i srednjem mozgu (C) 6, 18 i 24 meseca starih muZjaka AL grupai 18 i 24 meseca starih muzjaka
RODR i KODR grupa. Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za
efekat starenja, #p <0,05 za efekat reZzima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom
sa slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

Ekspresija D2R je u kori velikog mozga 18-mese¢nih i 24-mese¢nih muzjaka AL grupe bila
povisena za priblizno 40% (F (2, 12) = 9,802, p=0,0055, post hoc: p=0,0033, p=0,0364, redom) (Slika
4.21, A, beli stubici). U strijatumu je, kao i u slu¢aju D1R statisti¢ki zna¢ajno povecanje uo¢eno samo
kod 24 meseca starih muzjaka AL grupe (F (2,12) = 10,71, p=0,0018, post hoc: p=0,0009), (Slika 4.21,
B, beli stubiéi), dok u srednjem mozgu nije doslo do promene ekspresije D2R tokom starenja (Slika
4.21, C, beli stubiéi).

Ekspresija D2R u strijatumu 18 meseci starih muzjaka pod uticajem RODR i KODR se menjala
na isti na¢in kao i D1R, odnosno kod ovih grupa su izmerene 50% veée vrednosti od kontrolnih (F (2,
12)= 4,475, p=0,0353, post hoc: p=0,0459, p=0,0409, redom) (Slika 4.21, B, srednji panel). U slucaju
D2 receptora, a za razliku od D1, znacajne promene u ekspresiji su detektovane i u kori velikog mozga
kod 18-mesec¢nih muzjaka RODR grupe, (F (2,12)= 6,109, p=0,0211, post hoc: p=0,0313), i u srednjem
mozgu muzjaka iste starosti KODR grupe (p=0,0135, post hoc: p=0,0313). U oba slu¢aja smanjenje
ekspresije je iznosilo oko 20% (Slika 4.21, A, C, srednji paneli).
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Nasuprot odsustvu znacajnih promena ekspresije D1R u kori velikog mozga 24 meseca starih
muZjaka, ekspresija D2R je znacajno varirala u ovom regionu pod uticajem smanjenog unosa hrane.
30% nizi nivo ekspresije D2R je izmeren kod muzjaka KODR grupe u odnosu na muzjake AL grupe
(F .12 = 12,14, p=0,0028, post hoc: p=0,0145) (Slika 4.21, A, panel desno). U srednjem mozgu 24
meseca starih muzjaka RODR i KODR su postigle suprotne efekte: RODR je povecavala za 20%, a
KODR smanjivala za 20% ekspresiju D2R (F (2,10 = 21,70, p=0,0002, post hoc: p=0,0177, p=0,0165,
redom) (Slika 4.21, C, panel desno). U strijatumu 24 meseca starih muzjaka DR grupa, nisu
detektovane znacajne promene na nivou D2R (Slika 4.21, B, panel desno).

KORA VELIKOG MOZGA

b

O AL

E RODR
015

=
=)

mm KODR
GmAL 18mAL 24m AL 18mRODR 18mAL 18m RODR 18m Al
[ 1] I [ 11 1

# DIR e o DR e o e DR e e w— —

5 - "
Poncean § Poneeau § Ponceau $
. ?g o g
o s
0.0

6 18 24 18 24
Starost (meseci) Starost (meseci)

0.10 #

=

=
=
@
=
>

D,R/ ukupni proteinski sadrzaj
(vrednosti opticke gustine)
DR/ ukupni proteinski sadrzaj
(vrednosti opticke gustime)

0.00

STRIJATUM
0.06

o

=3
2
5

# # 6m AT 18m AT 24m AT, 18m AL 1¥m RODR 18m KODR
[ 1T 1T 1

et - § L e —————

i
0.02 e
Ponceau § Ponccau §
0.00

6 18 24 1% 24
Starest {meseci) Starost (meseci)

=
=
=

0.04

o
=
=

(vrednosti opticke gustine)
DaR/ ukupni proteinski saclrzaj
(vrednosti opticke gustine)

1D,R/ ukupni proteinski sadrZaj

SREDNJI MOZAK

!

0.20 #

=

I8mAL  13mKODR 24mRODR 24 AT, 24m Al 24mKODR
0,15 . [ T | [ 17 1

D2R ———— IR ———— DOR e ———

=
b

0.1

N e
Ponceau 5 g Ponce § Ponceau

F

003

DR/ ukupni proteinski sadrzaj
(vrednosti opti¢ke gustine)
=)
=
D,R/ ukupni proteinski sadrzuj
(vrednosti opticke gustine)

o
=
=

0.0
6 18 M 18 2
Starost (meseci} Starost {meseci)

Slika 4.21 Ekspresija gena za D2R na nivou proteina u kori velikog mozga (A), strijatumu (B)
i srednjem mozgu (C) 6, 18 i 24 meseca starih muzjaka AL grupa i 18 i 24 meseca starih muzjaka
RODR i KODR grupa. Rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za
efekat starenja, #p <0,05 za efekat rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom
sa slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

4.3.1.2.2. Zenke

Kod Zenki su promene ekspresije gena za oba dopaminska receptora na nivou proteina
izrazenije korelisale sa promenama ekspresije na nivou iRNK, nego §to je to bio slu¢aj kod muzjaka.

Ekspresija D1R se smanjivala tokom starenja u kori velikog mozga (F ( 12) = 9,882,
p=0,0029), strijatumu (F (2, 12) = 7,132, p=0,0091) i srednjem mozgu zenki sa slobodnim pristupom
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hrani (F (2, 12) = 20,25, p=0,0001). Kod 18-mesec¢nih i 24-mesecnih zenki AL grupe ekspresija D1R
je bila 30% niza u kori velikog mozga (post hoc: p=0,0055, p=0,0035, redom) i 60% niZa u srednjem
mozgu (post hoc: p=0,0002, p=0,0003, redom), dok je u strijatumu 18-mesec¢nih zenki bila 60% niza
(post hoc: p=0,0087) (Slika 4.22, A, B, C, beli stubié¢i) u poredenju sa 6-mesecnim Ad libitum
hranjenim kontrolama.

Kod 18 meseci starih zenki, ekspresija DIR se najvise menjala pod uticajem RODR: u Kori
velikog mozga bila je povecana za 30% (F (2, 12) = 16,72, p=0,0003, post hoc: p=0,0096) (Slika 4.22,
A, srednji panel), a u strijatumu i srednjem mozgu smanjena za 50% (F (2, 12) = 15,50, p=0,0005 post
hoc: p=0,0003) (F (2 12) = 27,45, p<0,0001, post hoc: p=0,0165) (Slika 4.22, B, C, srednji paneli).
Efekat KODR je detektovan samo u srednjem mozgu, gde je kod 18-mesecnih Zenki izmereno
povecanje od 60% u odnosu na zenke iste starosne grupe sa slobodnim pristupom hrani (post hoc:
p=0,0021) (Slika 4.22, C, srednji panel).

Nivo ekspresije D1R nije se menjao ni u jednoj od ispitivanih mozdanih struktura Zenki starih
24 meseca DR grupa (Slika 4.22, A, B, C, paneli desno).
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Slika 4.22 Ekspresija gena za D1R na nivou proteina u kori velikog mozga (A), strijatumu (B)
i srednjem mozgu (C) 6, 18 i 24 meseca starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki
RODR i KODR grupa. Rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za
efekat starenja, #p <0,05 za efekat reZzima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom
sa slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija
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Uoceno je da se ekspresija D1 i D2 receptora menjala na razlic¢ite nacine tokom starenja:
nasuprot promenama u ekspresiji D1R, ekspresija D2R se generalno povecéavala tokom starenja pri
slobodnom pristupu hrani. Poveéanje od 50% je izmereno u kori velikog mozga 18 i 24 meseca starih
zenki AL grupa (F (2 12) = 26,67, p<0,0001, post hoc: p<0,0001, p=0,0002, redom) (Slika 4.23, A,
beli stubiéi). U strijatumu i srednjem mozgu, statisticki znac¢ajno povecanje je detektovano u tac¢ki od
24 meseca i iznosilo je 30% u strijatumu (F (2, 12) = 17,54, p=0,0003, post hoc: p=0,0004) i 60% u
srednjem mozgu (F 2, 12) = 18,39, p=0,0002, post hoc: p=0,0007) (Slika 4.23, B, C, beli stubici).

Kod 18 meseci starih zenki, ekspresija D2R bila je podloznija promenama uslovljenim
rezimima ishrane. Kod 18-mese¢nih Zenki RODR grupe izmerena je 30% veca ekspresija ovog
dopaminskog receptora u kori velikog mozga (F (2 12) = 9,300, p=0,0036, post hoc: p=0,0065) i
srednjem mozgu (F (2 12) = 7,521, p=0,0076, post hoc: p=0,0050) (Slika 4.23, A, C, srednji paneli).
Povecanje ekspresije D2R je uoceno i kod 18-mese¢nih Zenki KODR grupe i to za 40% u strijatumu
(F 2,12)= 6,321, p=0,0133, post hoc: p=0,0075) i 30% u srednjem mozgu (post hoc: p=0,0368), (Slika
4.23, B, C, srednji panel).

Dok kod 24 meseca starih zenki nisu detektovane promene ekspresije D1R pod uticajem DR,
do znacajnih promena u ekspresiji D2R doslo je u kori velikog mozga pod uticajem oba ispitivana
rezima ishrane (F (2, 120 = 53,69, p<0,0001). RODR je udvostrucila ekspresiju D2R (post hoc:
p<0,0001), dok je KODR rezultovala povecanjem ekspresije od 40% (post hoc: p=0,0019) (Slika
4.23, A, panel desno).
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Slika 4.23 Ekspresija gena za D2R na nivou proteina u kori velikog mozga (A), strijatumu (B)
i srednjem mozgu (C) 6, 18 i 24 meseca starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki
RODR i KODR grupa. Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti = standardna greska. *p<0,05 za
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efekat starenja, #p <0,05 za efekat reZima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom
sa slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija

4.3.2. Promene u ekspresiji i fosforilaciji odredenih molekula mTOR signalnog puta u kori velikog

mozga i hipokampusu muzjaka i zenki Wistar pacova AL i DR grupa tokom starenja

MTOR sa drugim proteinima gradi proteinske komplekse mMTORC1 i mTORC?2, uklju¢ene u
prijem nutritivnih signala i regulaciju energetskog metabolizma ¢elije. mTORCI je vazan regulator
sinapticke plasti¢nosti, memorije 1 kognicije, dok je mTORC2 odgovoran za prezivljavanju neurona,
stoga oba kompleksa imaju vaznu ulogu u odgovoru na stres i odrzavanju normalne kognitivne
funkcije. Komunikacija izmedu ova dva kompleksa odgovorna je za koordinisani odgovor ¢elije na
nutritivne i sredinske stimuluse.

MTOR je kinaza ¢ija je aktivnost regulisana fosforilacijom aminokiselinskih ostataka na vise
mesta, Karakteristiénih za svaki od kompleksa. Na osnovu promena u fosforilaciji moze se
zakljucivati i o promenama u aktivaciji mTOR kompleksa. Ovo svojstvo iskori§¢eno je za ispitivanje
efekta starenja i DR na aktivaciju mTOR kompleksa 1 i 2, i posledi¢no aktivaciju nishodnih kinaza u
kori velikog mozga 1 hipokampusu. Efekat starenja i razli¢itih rezima DR na odredene molekule
MTOR signalnog puta u kori velikog mozga i hipokampusu pracen je merenjem ekspresije slede¢ih
proteina:

e ukupni mTOR,

e MTOR fosforilisan na poziciji Ser2448, koji se vezuje prevashodno za aktivnost mTORCL,
procenjena na osnovu odnosa fosforilisanog i ukupnog mTOR,

e mMTOR fosforilisan na poziciji Ser2481, koji se vezuje prevashodno za aktivnost mTORC2
procenjena na osnovu odnosa fosforilisanog i ukupnog mTOR

e ukupna Akt,

e Akt fosforilisana na poziciji Thr308 ¢ija aktivacija prethodi aktivaciji mTORCI1, a procenjuje
se na osnovu odnosa fosforilisane i ukupne Akt,

o Akt fosforilisana na poziciji Ser473 cija je aktivaciona fosforilacija pretezno posledica
aktivacije mMTORC2, a procenjuje se na osnovu odnosa fosforilisane i ukupne Akt,

e ukupni p70 S6K i

e fosforilisani oblik p70 S6K na poziciji Ser434 (fosfo p70 S6K/ ukupni p70 S6K) ¢ija se
fosforilacija desava nakon aktivacione fosforilacije na poziciji Thr389 od strane mTORCI i
odraz je stabilne aktive forme p70 S6K, na osnovu odnosa fosforilisane i ukupne p70 S6K

4.3.2.1. Muzjaci

Ekspresija mTOR u kori velikog mozga i hipokampusu nije se znacajno razlikovala medu
ispitivanim grupama zivotinja, odnosno nije bila podlozna promenama pod uticajem starenja i
razli¢itih dijetalnih rezima. Jedina uoc¢ena promena u ekspresiji ukupnog mTOR zabeleZena je u kori
velikog mozga (F ¢, 12) = 4,874, p=0,0282) i hipokampusu (F (2, 12) = 4,974, p=0,0267) 24 meseca
starih muzjaka KODR grupe. Naime, KODR uvedena u kasnom periodu Zivota rezultovala je
smanjenom ekspresijom mTOR na nivou proteina za 30% u kori velikog mozga i 40% u hipokampusu
kod 24 meseca starih muzjaka na ovom rezimu ishrane u poredenju sa muzjacima iz AL kontrolne
grupe iste starosti (post hoc: p=0,0215, p=0,0174, redom) (Slika 4.24, A, B paneli desno).
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Slika 4.24 Ekspresija mTOR na nivou proteina u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24
meseca starih muzZjaka AL grupa i 18 i 24 meseca starih muzjaka RODR i KODR grupa.
Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05
za efekat rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom
hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoCeta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola

Procena aktivacije mTOR u okviru mTORC1 kompleksa vr§i se merenjem ekspresije
fosforilisanog mTOR koli¢ine p-mTOR Ser2448 u odnosu na ukupnu formu. Tokom starenja uocen
je trend porasta odnosa u obe ispitivane strukture (kora velikog mozga: F (2, 12) = 47,61, p<0,0001,
post hoc: p<0,0001, hipokampus: F ¢ 12 = 15,12, p=0,0005, post hoc: p=0,0004).
Osamnaestomese¢ni muzjaci sa slobodnim pristupom hrani imali su 2,5 puta visi odnos p-mTOR
Ser2448/mTOR u kori velikog mozga i 5 puta visi u hipokampusu u poredenju sa 6 meseci starim,
dok se nakon 18. meseca ova vrednost polako vracala ka poc¢etnoj kontrolnoj vrednosti, te izmedu 24
meseca i 6 meseci starih muzjaka AL grupa nije bilo statisticki znacajne razlike odnosa p-mTOR
Ser2448/mTOR (Slika 4.25, A, B, beli stubici).

RODR i KODR rezultovale su smanjenjem odnosa p-mTOR Ser2448/mTOR u kori velikog
mozga (F (2, 12) = 24,61, p<0,0001) 18 meseci starih muzjaka. U ovoj starosnoj tacki RODR i KODR
pokazale su se podjednako efikasnim u smanjenju stepena fosforilacije mTOR, odnosno rezultovale
su 50% manjim odnosom fosforilisane forme u odnosu na ukupnu u kori velikog mozga (post hoc:
p=0,0003, p=0,0001, redom). U hipokampusu, uprkos trendu smanjenja prisutnom kod oba rezima
ishrane, statisti¢ka znacajnost detektovana je samo u slucaju duge dijete (F (2, 11) = 6,289, p=0,0151),
te je u hipokampusu 18-mese¢nih muzjaka RODR grupe nivo p-mTOR Ser2448 forme bio 3,5 puta
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nizi u poredenju sa vrednostima izmerenim kod muzjaka AL grupe iste starosti (post hoc: p=0,0086)
(Slika 4.25, B, srednji paneli).

Kod 24 meseca starih muzjaka tromesecni rezim DR rezultovao je povecanjem p-mTOR
Ser2448/mTOR odnosa u obe ispitivane strukture (kora velikog mozga: F (2, 12) = 6,832, p=0,0105;
hipokampus: F 2, 12) = 3,747, p=0,0574). U poredenju sa 24 meseca starim muzjacima sa slobodnim
pristupom hrani, 24-mesec¢ni muzjaci KODR grupe imali su oko 40% visi nivo p-mTOR
Ser2448/mTOR u kori velikog mozga i hipokampusu (post hoc: p=0,0381, p=0,0356, redom) (Slika
4.25, A, B, paneli desno).
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Slika 4.25 Odnos p-mTOR Ser2448/mTOR u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24
meseca starih muzZjaka AL grupa i 18 i 24 meseca starih muzjaka RODR i KODR grupa.
Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05
za efekat rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom
hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola

Procena aktivacije mTOR u okviru mTORC2 kompleksa vrsena je merenjem ekspresije
fosforilisanog p-mTOR Ser2481 u odnosu na ukupnu formu. Ova vrednost se takode povecavala
tokom starenja u obe ispitivane strukture. Povecan odnos p-mTOR Ser2481/mTOR je detektovan u
kori velikog mozga 18 i 24 meseca starih muzjaka (F (2, 12) = 14,44, p=0,0006, post hoc: p=0,0019,
p=0,0007, redom) i hipokampusu 18 meseci starih zivotinja AL grupe (F (2 12) = 25,07, p<0,0001,
post hoc: p <0,0001) (Slika 4.26, A, B, beli stubiéi). U kori velikog mozga uocen je kontinuirani
porast odnosa p-mTOR Ser2448/mTOR tokom starenja, koji je bio 45% visi kod 18 i 50% visi kod
24 meseca starih muzjaka, dok je u hipokampusu nakon povecanja od 2,5 puta, izmerenog kod 18
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meseci starih muzjaka, usledio pad, te je kod 24-mese¢nih muzjaka AL grupe odnos bio priblizan
onom kod 6-mesec¢nih muzjaka AL grupe.

p-mTOR Ser2481/mTOR je pokazivao trend smanjenja pod uticajem DR u kori velikog
mozga 18 meseci starih muzjaka (F 2, 12) = 3,760, p=0,0570), dok u hipokampusu nije bilo znacajnih
promena. 18-mese¢ni muzjaci, koji su bili na KODR, imali su oko 35% manji odnos fosforilisane i
ukupne forme ovog proteina u kori velikog mozga u odnosu na muzjake iste starosti sa slobodnim
pristupom hrani (post hoc: p=0,0367) (Slika 4.26, A, srednji paneli).

lako nije dovela do zna€ajnih promena u ispitivanim strukturama 18 meseci starih Zivotinja,
RODR je rezultovala povec¢anjem nivoa fosforilacije mTOR proteina na poziciji Ser2481 u
hipokampusu 24 meseca starih (Slika 4.26, B, panel desno). Naime, u hipokampusu 24-mese¢nih
muzjaka RODR grupe izmeren je dvostruko veci odnos p-mTOR Ser2481/mTOR nego kod muzjaka
AL grupe iste starosti (F 2,12) = 12,92, p=0,0010, post hoc: p=0,0006). RODR nije uticala na aktivnost
MTORC2 u kori velikog mozga 24 meseca starih muzjaka, medutim KODR je smanjila odnos p-
MTOR Ser2481/mTOR za 30% u odnosu na vrednosti uocene kod muzjaka AL kontrolne grupe iste
starosti (F (2, 12) = 25,80, p<0,0001, post hoc: p=0,0001) (Slika 4.26, A).
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Slika 4.26 Odnos p-mTOR Ser2481/mTOR u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24
meseca starih muzjaka AL grupa i 18 i 24 meseca starih muzZjaka RODR i KODR grupa.
Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greSka. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05
za efekat rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom
hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola
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Dok je ekspresija Akt u kori velikog mozga bilo osetljiva na proces starenja pri slobodnom
pristupu hrani, nijedan od ispitivanih reZima DR nije doveo do promena. U hipokampusu je pak uo¢en
obrnuti trend, odnosno uprkos izostanku promena tokom starenja, DR je menjala ekspresiju ovog
proteina, naroCito u starosnoj tacki od 18 meseci.

Ekspresija Akt bila je 30 % manja tokom starenja u kori velikog 18 i 24 meseca starih muzjaka
(F 2,120 = 7,920, p=0,0064, post hoc: p=0,0065, p=0,0133, redom) u odnosu na 6 meseci stare. lako
su primenjeni rezimi DR rezultovali blagim povecanjem u obe starosne tacke, statisticki znacajna
promena ekspresije Akt u kori velikog mozga nije izmerena ni u jednoj eksperimentalnoj grupi (Slika
4.27, A).

U hipokampusu 18 meseci starih muzjaka su detektovani drugaciji efekti RODR i KODR (F
(2, 11) = 38,34, p<0,0001). Naime, dok je kod 18-mese¢nih muzjaka RODR grupe izmeren dvostruko
manji nivo ekspresije Akt (post hoc: p=0,0003), KODR je dovela do povecanja od 30% u odnosu na
18-meseéne muzjake AL grupe (post hoc: p=0,0146) (Slika 4.27, B, srednji panel).

Kod 24 meseca starih muZzjaka ni jedan od ispitivanih rezima nije doveo do promena
ekspresije Akt u hipokampusu. (Slika 4.27, B, paneli desno).
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Slika 4.27 Ekspresija Akt na nivou proteina u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24
meseca starih muzjaka AL grupa i 18 i 24 meseca starih muzjaka RODR i KODR grupa.
Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05
za efekat rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom
hrani.
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AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola

Akt se aktivira fosforilacijom treoninskog ostatka na mestu 308 od strane PDK. Merenjem
odnosa p-Akt Thr308/Akt uoceno je da ova vrednost kontinuirano raste u kori velikog mozga tokom
starenja (F (2, 12) = 13,90, p=0,0008) i to 50% u 18 meseci (post hoc: p=0,0367) i 100% u 24 meseca
starosti (post hoc: p=0,0004), dok u hipokampusu, uprkos trendu povecanja uo¢enom u 18. mesecu,
nije zabeleZeno statisti¢ki znacajno povecanje ekspresije aktivirane forme Akt (Slika 4.28, A, B, beli
stubici).

Promene u fosforilaciji Akt na poziciji Thr308 nisu pratile promene odnosa p-mTOR
Ser2448/mTOR u kori velikog mozga 18 meseci starih muzjaka, obzirom da ni jedan od rezima
ishrane nije znacajno promenio ovu vrednost u odnosu na onu uocenu kod 18-mese¢nih muzjaka AL
grupe. U hipokampusu je pak uo¢ena promena u nivou ove fosforilisane forme Akt, iako je samo
efekat KODR bio statisticki znacajan (F (2,12) = 8, 173, p=0,0067, post hoc: p=0,0042). Muzjaci stari
18 meseci KODR grupe imali su dvostruko manji odnos p-Akt Thr308/Akt u hipokampusu od
muzjaka AL grupe iste starosti (Slika 4.28, B, srednji panel).

Promene u aktivaciji Akt bile su izraZzenije kod 24 meseca starih muzjaka u odnosu na 18
meseci stare. U kori velikog mozga 24 meseca starih muzjaka ekspresija fosforilisane forme Akt bila
je duplo niza kod muzjaka DR grupa u odnosu na muzjake sa slobodnim pristupom hrani (F ¢, 12) =
16,87, p=0,0003). Iznenadujuce, RODR i KODR dale su isti stepen promene u ovoj strukturi,
rezultujuéi dvostruko nizim odnosom p-Akt Thr308/Akt kod ovih grupa u odnosu na 24-mese¢ne
muzjake AL grupe (post hoc: p=0,0005, p=0,0007, redom) (Slika 4.28, A, panel desno). KODR je
uticala na aktivacionu fosforilaciju Akt i u hipokampusu, s tim da je trend promene bio suprotan
onome uoc¢enom u Kori velikog mozga. Drugim re¢ima, u hipokampusu muzjaka 24 meseca starih
KODR grupe uocen je dvostruko veca aktivacija Akt (F (2, 12) = 5,950, p= 10,0177, post hoc: p=0,0101)
(Slika 4.28, B, panel desno).
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Slika 4.28 Odnos p-Akt Thr308/Akt u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24 meseca
starih muZjaka AL grupa i 18 i 24 meseca starih muzjaka RODR i KODR grupa. Rezultati su
izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greSka. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat
rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola

MTOR u okviru mTORC2 fosforilise Akt na poziciji Ser473, a stepen aktivacije najbolje
odrazava odnosa fosforilisane i ukupne Akt. Ova vrednost se nije znac¢ajno menjala u kori velikog
mozga tokom starenja pri slobodnom pristupu hrani, ali je u hipokampusu nivo bila 30% niza kod 18
i 40% niza kod 24 meseca starih muzjaka u poredenju sa 6 meseci starim (F (2, 12) = 6,392, p=0,0129,
post hoc: p=0,0399, p=0,0095, redom) (Slika 4.29, B, beli stubici).

Dugotrajna RODR udvostrucila je nivo fosforilacije Akt na poziciji Ser473 u hipokampusu
18 meseci starih muzjaka u odnosu na muzjake iste starosti AL grupe (F (2, 12) = 17,38, p=0,0004, post
hoc: p=0,0026), dok u kori velikog mozga nije bilo znacajnih promena (Slika 4.29, A, B, srednji
paneli).

Za razliku od p-Akt Thr308 forme, ¢iji je nivo bio snizen, nivo p-Akt Ser473 forme bio je
35% visi u kori velikog mozga 24-mese¢nih muzjaka KODR grupe u odnosu na muzjake AL grupe
(F @ 120 = 20,82, p=0,0001, post hoc: p=0,0034), dok u hipokampusu nije bilo zna¢ajnih promena
(Slika 4.29, A, B, paneli desno).

98



KORA VELIKOG MOZGA

— AL

24m Al K 2MmKCDR

A = RODR 1T
- = B KODR ”,i%f}i?‘ gz!‘llg,a_;_
= g
= =
E E
ki 1.5 @ 1.5 N ST
o o - Pierce™ ™ stuin
2] %% ¥

2 22
2510 E® 0
£ = &
38 Sz
83 it
:g g 03 % é 05
T2 =+ 5
S B~
o 00 a0
= 6 189 = 13 24
& Starost {mescel) & Starost (meseci)

18m AT, 1K 6m AL 18m AL 1] 18m RODR
HIPOKAMPUS T il ) T Tl
Pl SR e s :

B 55601 k. ' P JEk;\[]SISjs . ﬂ'.“

Pierce' ™ stain T™ .-
Pierec™ ™ stain

23

e

[ 1% 24
Starost (meseci)

=)
i
£

24m Al K fmAL
T Ll 1

55-60kDa )
' i ’ﬂi—‘ Pieree™ stain
0.0
18 4

Slarost (meseci)

[

= n

tn

(\ rednnstl opticke gustine)
(vrednosti opticke gustine)

p-Akt Serd73/Akt/ukupni proteinski sadrzaj
p-Akt Ser473/Akt/ukupni proteinski sadrZaj

Slika 4.29 Odnos p-Akt Ser473/Akt u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24 meseca starih
muZjaka AL grupa i 18 i 24 meseca starih muZjaka RODR i KODR grupa. Rezultati su izraZeni
kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat rezima
ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoCeta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola

Jedan od nishodnih molekula mTORC1 jeste ribozomalna kinaza p70 S6K. Medutim,
ekspresija p70 S6K nije se menjala tokom starenja ni u jednoj od ispitivanih struktura, a u
hipokampusu je bila poveéana pod uticajem oba rezima DR (Slika 4.30, A, B, beli stubi¢i).

U kori velikog mozga ni DR nisu uticali na ekspresiju p70 S6K, dok su u hipokampusu oba
rezima DR imala isti efekat. Muzjaci stari 18 meseci RODR grupe imali su gotovo dvostruko vecu
ekspresiju ovog proteina (F (2, 11) = 10,87, p=0,0025, post hoc: p=0,0020) dok je kod 18-mesecnih
muzjaka KODR grupe ovo povecanje iznosilo 60% u poredenju sa muzjacima starosno odgovarajuce
AL kontrolne grupe (post hoc: p=0,0104) (Slika 4.30, B, srednji paneli).

Ovakav trend promena primecen je 1 kod 24 meseca starih muzjaka. U odnosu na dvogodisnje
muzjake AL grupe, u hipokampusu muzjaka iste starosti RODR i KODR grupe ekspresija p70 S6K
bila je veca za oko 80% (F (2, 12) = 16,19, p=0,0004, post hoc: p= 0,0005, p=0,0010, redom) (Slika
4.30, B, paneli desno).
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Slika 4.30 Ekspresija p70 S6K na nivou proteina u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24
meseca starih muzjaka AL grupa i 18 i 24 meseca starih muzZjaka RODR i KODR grupa.
Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greSka. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05
za efekat rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom
hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola

Ribozomalna kinaza p70 S6K poseduje osam mesta fosforilacije, od koji su za aktivaciju
kljuéna Thr229, Ser371 i Thr389 (Bai i Jiang, 2010). U trenutku eksperimentalnog izvodenja ove
teze bilo je jedino dostupno antitelo koje prepoznaje fosforilaciju na poziciji Ser434 te je u ovoj tezi
meren nivo p70 S6K fosforilisane na poziciji Ser434. lako Ser434 nije primarni marker mTORC1
aktivnosti, njegova modifikacija stabilizuje i pojacava aktivaciju S6K. Fosforilacija p70 S6K u
karboksilnom domenu, na poziciji Ser434, je mesto autofosforilacije ove kinase koje doprinosi
otkrivanju Thr389 za fosforilaciju od strane mMTORC]1, doprinoseci na taj na¢in punoj aktivaciji p70
S6K (Akinyele i Wallace, 2022). Promene u aktivaciji p70 S6K bile su uocljive kod 24 meseca starih
Zivotinja, bilo da su u pitanju AL ili DR rezimi ishrane.

Odnos p-p70 S6K/p70 S6K u kori velikog mozga smanjivao se tokom starenja i bio je 40%
nizi kod 24-meseénih muzjaka AL grupe u odnosu na 6-mese¢ne muzjake AL grupe (F 2, 12) = 8,643,
p=0,0047, post hoc: p=0,0052), dok u hipokampusu nije doslo do znacajnih promena tokom starenja
(Slika 4.31, A, B, beli stubici).

Stepen fosforilacije p70 S6K nije se menjao pod uticajem DR kod 18 meseci starih muzjaka
(Slika 4.31, A, B, srednji paneli).
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Jedina promena fosforilacije p70 S6K u kori velikog mozga pod uticajem DR izmerena je kod
muZjaka starih 24 meseci RODR grupe (F 2, 12) = 8,291, p=0,0055), kod kojih je izmeren 50% visi
odnos p-p70 S6K/p70 S6K (post hoc: p=0,0061) u odnosu na vrednosti izmerene kod muzjaka iste
starosti AL grupe (Slika 4.31, A, panel desno). U hipokampusu 24 meseca starih muzjaka su oba
rezima DR dovela do statisticki znac¢ajnih promena, iako oprecnih (F (2, 12) = 24,92, p<0,0001). Dok
je RODR, nasuprot promeni u kori velikog mozga, u hipokampusu smanjila p-p70 S6K/p70 S6K
odnos za 50% (post hoc: p=0,0064), KODR je povecala ovu vrednost za isti procenat u odnosu na
24-mesec¢ne muzjake AL kontrolne grupe. (post hoc: p= 0,0094) (Slika 4.31, B, panel desno).
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Slika 4.31 Odnos p-p70 S6K/p70 S6K u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24 meseca
starih muZjaka AL grupa i 18 i 24 meseca starih muzjaka RODR i KODR grupa. Rezultati su
izrazeni kao srednje vrednosti = standardna greSka. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat
rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola

4.3.2.2. Zenke

Kod Zenki je tokom starenja doslo do povecanja ekspresije ukupnog mTOR u obe ispitivane
strukture. 18 meseci stare zenke AL grupe imale su 70% vecu ekspresiju mTOR u kori velikog mozga
(F @2 12 = 16,75, p=0,0003, post hoc: p=0,0003) i 30% vecu u hipokampusu u odnosu na 6 meseci
staru grupu (F (2, 12) = 8,685, p=0,0047. post hoc: p=0,0027). (Slika 4.32, A, B, beli stubi¢i). Nakon
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znacCajnog povecanja u 18 meseci, ekspresija mTOR se smanjivala, te kod 24 meseca starih Zenki nije
bilo statisticki znacajne razlike u odnosu na 6 meseci stare.

U kori velikog mozga ekspresija mTOR pokazivala je opadajucéi trend pod rezimima DR, dok
su u hipokampusu primenjeni rezimi DR uglavnom dovodili do porasta ekspresije mTOR na nivou
proteina. Medutim, detaljna statisticka analiza je pokazala da je jedina statisticki znacajna promena u
kori velikog mozga detektovana kod 18-mese¢nih Zenki RODR grupe, kod kojih je dugotrajna DR sa
ranim pocetkom smanjila ekspresiju mTOR za 60% u poredenju sa 18-mesecnim Zenkama AL grupe
(F @ 12 = 40,46, p<0,0001 post hoc: p<0,0001) (Slika 4.32, A, srednji panel). lako je u ovoj
eksperimentalnoj grupi uo¢eno smanjenje ekspresije mTOR i u hipokampusu, promena nije bila
statistiCki znac¢ajna. KODR je sa druge strane dovela do suprotne promene u ovoj starosnoj grupi. U
hipokampusu 18-mese¢nih Zenki KODR grupe nivo ekspresije mTOR bio je 30% visi u odnosu na
vrs$njakinje AL grupe (F (2, 12) = 22,26, p<0,0001, post hoc: p=0,0023) (Slika 4.32, B, srednji panel).
U hipokampusu 24 meseca starih Zenki, visi nivo ekspresije mTOR izmeren je pod uticajem oba
rezima DR u poredenju sa AL kontrolom (F (2, 12) = 13,68, p=0,0008), i to za 40% kod zenki RODR
(post hoc: p=0,0006) i 30% kod zenki KODR eksperimentalne grupe (post hoc: p=0,0048) (Slika
4.32, B, panel desno).
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Slika 4.32 Ekspresija mTOR na nivou proteina u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24
meseca starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki RODR i KODR grupa. Rezultati su
izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat
rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola
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Odnos p-mTOR Ser2448/mTOR nije se znatno menjao tokom starenja u ispitivanim
strukturama te je jedina detektovana promena bila 20% niza vrednost u kori velikog mozga 24 meseca
starih Zenki u odnosu na 6 meseci stare (F (2, 12) = 4,227, p=0,0435, post hoc: p=0,0274) (Slika 4.33,
A, beli stubici).

Zenke stare 18 meseci izloZene restriktivnim rezimima ishrane pokazivale su smanjenje nivoa
fosforilacije MTOR na poziciji Ser2448 u kori velikog mozga, u poredenju sa zenkama iste starosti
sa slobodnim pristupom hrani (F (2, 12) = 27,60, p<0,0001). Nizi odnos p-mTOR Ser2448/mTOR bio
je zabelezen kod 18-mese¢nih zenki RODR grupe za 40% (post hoc: p=0,0014) kao i kod zenki
KODR grupe za 60% (post hoc: p<0,0001) (Slika 4.33, A, srednji panel). Kod 24 meseca starih
zivotinja, RODR i KODR su imale opre¢ne efekte. Dok je RODR vodila smanjenju, KODR je vodila
povecanju stepena fosforilacije mTOR u obe strukture. Znacajno nizi odnos p-mTOR Ser2448/mTOR
je uocen u hipokampusu 24-mese¢nih zenki RODR grupe, gde je izmerena vrednosti bila 30% niza
u odnosu na vrednost izmerenu kod zenki AL grupe (F (2, 12) = 12,75, p=0,0011, post hoc: p=0,0051)
(Slika 4.33, B). U kori velikog mozga promene indukovane RODR rezimom ishrane nisu bile
statisticki znacajne, dok je KODR rezim ishrane rezultovao 40% visim odnosom p-mTOR
Ser2448/mTOR u poredenju sa 24-mese¢nim zenkama AL grupe (F 2, 12)= 9,224, p=0,0044, post hoc:
p=0,0096) (Slika 4.33, A, paneli desno).
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Slika 4.33 Odnos p-mTOR Ser2448/mTOR u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24
meseca starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki RODR i KODR grupa. Rezultati su
izrazeni kao srednje vrednosti = standardna greska. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat
rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani.
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AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola

Kod zenki sa slobodnim pristupom hrani tokom starenja, odnos p-mTOR Ser2481/mTOR nije
se menjao u kori velikog mozga i hipokampusu, dok su u slu¢aju DR Zenke generalno bile podloznije
promenama usled RODR.

Kod 18 meseci starih Zenki, rezim dugotrajne DR je doveo do povecanja stepena fosforilacije
mTOR Ser2481 u obe strukture, ali je statistiCka znacajnost uo¢ena samo U hipokampusu (F 2, 11) =
6,570, p=0,0133). Zenke stare 18 meseci RODR grupe imale su 40% visi odnos p-mTOR
Ser2481/mTOR u odnosu na vrs$njakinje AL grupe (post hoc: p=0,0094) (Slika 4.34, B, srednji panel).
U najstarijoj grupi Zenki fosforilacija mTOR Ser2481 proteina menjala samo pod uticajem RODR,
ali razli¢itim trendom. Dok je u kori velikog mozga ovaj rezim ishrane doveo do povecanja odnosa
p-mTOR Ser2481/mTOR (F (2, 12 = 3,893, p=0,0498, post hoc: p=0,0384) u hipokampusu je
rezultovao smanjenjem istog (F (2, 12) = 10,41, p=0,0024, post hoc: p=0,0267). Zenke stare 24 meseca
RODR grupe imale su 30% visi odnos p-mTOR Ser2481/mTOR u kori velikog mozga i 40% nizi
nivo u hipokampusu, u poredenju sa vr$njakinjama AL grupe (Slika 4.34, A, B, desni paneli).
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Slika 4.34 Odnos p-mTOR Ser2481/mTOR u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24
meseca starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki RODR i KODR grupa. Rezultati su
izrazeni kao srednje vrednosti = standardna greSka. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat
rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani.
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AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola

Ekspresija Akt na nivou proteina bila je generalno stabilna tokom starenja u obe ispitivane
strukture, uz izuzetak blagog pada od 20% u kori velikog mozga 24 meseca starih Zenki sa slobodnim
pristupom hrani (F (2, 12) = 8,151, p=0,0058, post hoc: p=0,0050) (Slika 4.35, A, beli stubici).

U kori velikog mozga 18 meseci starih Zenki, RODR rezim je doveo do dvostrukog povecanja
ekspresije Akt (F (2, 12 = 117,9, p<0,0001, post hoc: p<0,0001), dok je KODR u istoj strukturi
rezultovao dvostrukim smanjenjem u poredenju sa AL kontrolom iste starosti (post hoc: p=0,0006)
(Slika 4.35, A, srednji panel). KODR je menjala ekspresiju Akt na isti na¢in i u hipokampusu 18-
mesecnih zenki, gde je izmereno smanjenje od 35% u odnosu na vrSnjakinje AL grupe (F 2 12) =
21.65, p=0.0001, post hoc: p=0.0001) (Slika 4.35, B, srednji panel).

Ekspresija Akt bila je relativno stabilna pod DR kod 24 meseca starih zZivotinja. Znacajna
promena uocena je samo u hipokampusu zenki KODR grupe, gde je izmerena 30% manja ekspresija
Akt u odnosu na hipokampus dvogodi$njih Zenki AL grupe (F (2, 12) = 6.638, p=0.0114, post hoc: p=
0.0169) (Slika 4.35, B, paneli desno).
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Slika 4.35 Ekspresija Akt na nivou proteina u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24
meseca starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki RODR i KODR grupa. Rezultati su
izrazeni kao srednje vrednosti + standardna greSka. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat
rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola
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Aktivaciona fosforilacija Akt na Thr308 bila je podloZnija promenama pod uticajem starenja
i DR u kori velikog mozga nego u hipokampusu.

Odnos p-Akt Thr308/Akt bio je dvostruko nizi u kori velikog mozga 18 i 24 meseca starih
zenki u odnosu na 6 meseci stare (F (2, 12) = 80,79, p<0,0001, post hoc: p<0,0001, p<0,0001, redom)
(Slika 4.36, A, beli stubiéi), dok se u hipokampusu ove vrednosti nisu zna¢ajno razlikovale izmedu
razli¢itih starosnih grupa sa slobodnim pristupom hrani.

Fosforilacija Akt nije bila podlozna zna¢ajnim promenama pod razli¢itim rezimima ishrane u
obe mozdane strukture 18 meseci starih zenki, osim u kori velikog mozga zenki RODR grupe gde je
bila trostruko niza u odnosu na Zzenke AL grupe (F (2 12) = 18,07, p=0,0002, post hoc: p=0,0009),
(Slika 4.36, A, srednji panel).

RODR rezim ishrane odrzao je nizi stepen fosforilacije Akt na Thr308 u kori velikog mozga
zenki 1 do 24 meseca starosti 1 to 30% nizi od vrednosti izmerenih u kori velikog mozga Zenki iste
starosti AL grupe (F 2,12 = 10,88, p=0,003, post hoc: p=0,0021). Iznenadujuce, priblizno isti efekat
postignut je i u slu¢aju KODR, gde je u odnosu na AL kotrolu uocen 20% nizi odnos p-Akt
Thr308/Akt (post hoc: p=0,0229) (Slika 4.36, A, panel desno).
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Slika 4.36 Odnos p-Akt Thr308/Akt u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24 meseca
starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki RODR i KODR grupa. Rezultati su izraZeni
kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat rezima
ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola
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Nasuprot fosforilisanoj formi Akt na Thr308, stepen fosforilacije na poziciji Ser473
povecavao se tokom starenja (F (2,12) = 27,49, p<0,0001). Odnos p-Akt Ser473/Akt bio je povecan za
90% u kori velikog mozga 18-mesec¢nih zenki AL grupe (post hoc: p<0,0001, a 70% kod 24-mese¢nih
zenki AL grupe u odnosu na 6-mesecne zenke AL grupe (post hoc: p=0,0003). (Slika 4.37, A, beli
stubié¢i). Rastuéi trend postojao je u obe starosne tacke i u hipokampusu ali je znacajnost izmerena
samo u 24 meseca starosti (p=0,0431, post hoc: p=0,0324) (Slika 4.37, B, beli stubiéi).

lako ispitivani rezimi DR nisu zna¢ajno menjali stepen fosforilacije Akt na Ser473 u kori
velikog mozga i hipokampusu 18 meseci starih zivotinja, promene su uoc¢ene kod 24 meseca starih
zivotinja. U kori velikog mozga 24 meseca starih Zenki, RODR je rezultovala 20% viSim odnosom
p-Akt Ser473/Akt u odnosu na kontrolu sa slobodnim pristupom hrani (F (2, 12) = 11,08, p=0,0023,
post hoc: p=0,0329) (Slika 4.37, A, panel desno). Visi odnos uocen je i u hipokampusu 24 meseca
starih zenki podvrgnutih rezimima DR. Ipak, znac¢ajna promena izmerena je samo u hipokampusu 24-
mesecnih zenki KODR grupe, gde je odnos p-Akt Ser473/Akt bio 40% viSi u poredenju sa
vr$njakinjama AL grupe (p=0,05, post hoc: p=0,0473 (Slika 4.37, B, panel desno).
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Slika 4.37 Odnos p-Akt Ser473/Akt u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24 meseca starih
Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki RODR i KODR grupa. Rezultati su izrazeni kao
srednje vrednosti + standardna greSka. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat reZima ishrane
u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola
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Ekspresija p70 S6K na nivou proteina se u ispitivanim mozdanim strukturama zenki menjala
znacajno tokom starenja, dok restriktivni rezimi ishrane nisu imali ve¢i uticaj na ovu vrednost.

Ekspresija p70 S6K povecavala se u kori velikog mozga 1 hipokampusu tokom starenja. U obe
strukture uocen je trend koji je bio prisutan i u slu¢aju mTOR: znacajno povecanje detektovano u 18
meseci starosti, nakon koga se ekspresija smanjivala do 24. meseca, rezultuju¢i povratkom na
vrednosti izmerene kod 6 meseci starih Zivotinja. U poredenju sa zenkama starih 6 meseci AL grupe,
kod 18-meseénih Zenki AL grupe ekspresija p70 S6K bila je 30% veca u kori velikog mozga (F (2, 12)
= 6,684, p=0,0112, post hoc: p=0,0065) 1 50% veca u hipokampusu (F (2, 12) = 3,783, p=0,0532, post
hoc: p=0,0330) (Slika 4.38, A, B, beli stubici).

Rezimi DR pokazivali su trend smanjenja ekspresije p70 S6K kod 18 meseci starih Zivotinja,
ali je znacajna promena zabelezena samo u hipokampusu 18-mesec¢nih zenki KODR grupe, kod kojih
je nivo ekspresije ovog proteina bio upola nizi u odnosu na 18-mesecne zenke AL grupe (F @ 12 =
11,53, p=0,0016, post hoc: p=0,0010) (Slika 4.38, B, srednji panel).
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Slika 4.38 Ekspresija p70 S6K na nivou proteina u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24
meseca starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki RODR i KODR grupa. Rezultati su
izrazeni kao srednje vrednosti = standardna greSka. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat
rezima ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola
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Fosforilacija p70 S6K smanjivala se tokom starenja, uprkos visem nivou ekspresije ukupne
forme ovog proteina. Zenke stare 18 meseci imale su 40% nizi odnos fosforilisanog i ukupnog p70
S6K u kori velikog mozga u poredenju sa 6 meseci starim (F (2, 12 = 11,83, p=0,0015, post hoc:
p=0,0008), dok je u hipokampusu niza vrednost izmerena u obe starosne grupe (p=0,0021) i bila je
55% manja u 18 meseci (post hoc: p=0,0094) i 40% manja u 24 meseca starosti (post hoc: p=0,0267)
(Slika 4.38, A, B, beli stubici).

Stepen fosforilacije p70 S6K bio je 60% veci u kori velikog mozga 18-mese¢nih Zenki KODR
grupe (F (2, 12) = 10,07, p=0,0027, post hoc: p=0,0067) u odnosu na starosno odgovarajucu kontrolu
(Slika 4.38, A, srednji panel). U hipokampusu 18 meseci starih zenki je odnos p-p70 S6K/p70 S6K
bio izmenjen kod obe DR grupe, odnosno bio je 35% visi kod zenki RODR grupe i 80% visi kod
zenki KODR grupe (F (2,12) = 24, 74, p<0,001, post hoc: p=0,0126, p<0,001, redom); u odnosu na 18-
mesecne zenke AL grupe. (Slika 4.39, B, srednji panel).

Efekat RODR na stepen fosforilacije p70 S6K bio je uocen i kod 24 meseca starih Zenki.
RODR je smanjila odnos p-p70 S6K/p70 S6K u hipokampusu 24 meseca starih zenki za 60% u
odnosu na vr$njakinje AL grupe (F 2, 12) = 5,578, p=0,0194, post hoc: p=0,0386) (Slika 4.39, B, panel
desno).
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Slika 4.39 Odnos p-p70 S6K/ p70 S6K u kori velikog mozga i hipokampusu 6, 18 i 24 meseca
starih Zenki AL grupa i 18 i 24 meseca starih Zenki RODR i KODR grupa. Rezultati su izrazeni
kao srednje vrednosti + standardna greska. *p<0,05 za efekat starenja, #p <0,05 za efekat rezima
ishrane u poredenju sa starosno odgovaraju¢om kontrolom sa slobodnim pristupom hrani.

AL: Ad libitum, RODR: rano otpoceta dijetalna restrikcija, KODR: kasno otpoceta dijetalna
restrikcija, IK: interna kontrola

109



5. DISKUSIJA

lako je napredak medicine i tehnologije doveo do produzetka zivotnog veka, starenje svetske
populacije je povecalo incidencu starosno zavisnih bolesti, kao $to su kardiovaskularne bolesti,
dijabetes tipa 2, neurodegenerativna oboljenja, kancer i autoimunske bolesti (Most i sar., 2017).
Ovakav trend promena povecao je interesovanje za intervencijama koje mogu produzZiti zdrav Zivotni
vek, a ne samo duzinu zivota. Medu intervencijama za odlaganje i usporavanje starosno zavisnih
promena istiCe se dijetalna restrikcija, kao najeS€e primenjivana sredinska ne-farmakoloSka
intervencija, ¢iji su korisni efekti dokumentovani na mnogo nivoa i koja pored toga $to produzava
duzinu Zivota, produzava i tzv. zdrav zivotni vek, odnosno period Zivota bez dijagnostifikovanih tezih
bolesti. Dijetalna restrikcija (DR) doprinosi i poboljSanju funkcije razli¢itih organa i organskih
sistema, izmedu ostalog i nervnog, kako u animalnim modelima, tako i kod ljudi (Colman i sar., 2009;
Speakman i Mitchell, 2011). Brojne studije ukazuju na protektivni efekat DR u usporavanju starosno
zavisnog kognitivnog pada i razvoja neurodegenerativnih bolesti (Duan i sar., 2001; Lee i sar., 2000).
Ovaj efekat DR ostvaruje kroz delovanje na c¢elijskom i molekularnom nivou: podsticanjem
neurogeneze 1 sinapticke plastiCnosti, odrzavanjem nivoa neurotrofina i neurotransmitera,
smanjenjem oksidativnog stresa i inflamacije, kao i regulisanjem procesa autofagije. Ipak, rastu¢i broj
studija pokazuje da efekti DR nisu univerzalno pozitivni i zavise od viSe faktora, ukljucujuéi stepen
restrikcije, trajanje DR, starosno doba u trenutku pocetka primene DR, pol, genetiku i zdravstveno
stanje jedinke (Ingram i de Cabo, 2017; Todorovic i sar., 2018).

Starost jedinke u trenutku uvodenja DR predstavlja najvazniji medu navedenim parametrima,
obzirom da podaci ukazuju da uvodenje DR u jako ranom, kao i u kasnom zivotnom dobu moze imati
negativne posledice na duzinu i kvalitet zivota (Cardoso i sar., 2016; Todorovic i sar., 2018). DR
otpoceta u ranom adultnom dobu, ima najve¢i korisni potencijal, i ukoliko se stepen umanjenja krece
u opsegu 10-40% ispod Ad libitum unosa najées$ée ostvaruje pozitivni efekat kada su u pitanju
odlaganje i usporavanje starosno zavisnih promena (Flanagan i sar., 2020; Speakman i Mitchell,
varira, i u nekim sluCajevima moze imati negativne posledice, kao §to su povecana krhkost i
poremecaji u memoriji (Todorovic i sar., 2018). Starosne i polne razlike dodatno komplikuju
tumacenje efekata DR i1 zajedno sa ¢injenicom da sloZeni molekularni mehanizmi koji se nalaze u
osnovi delovanja DR jo$ nisu u potpunosti opisani, otezavaju njenu primenu kao strategije za zdravo
starenje.

U cilju prosirivanja postoje¢eg znanja o efektima DR 1 detaljnog sagledavanja uticaja koji
starost organizma i trajanje DR imaju na krajnji ishod primene DR, u ovoj tezi je ispitan efekat
dugotrajne i kratkotrajne restrikcije hrane od 40%, uveden u ranom adultnom, kasnom adultnom i
starom zivotnom dobu kod oba pola Wistar pacova. U ovoj tezi kori$¢eni su pacovi starosti 6 meseci,
koji spadaju u kategoriju adulta (5-10 meseci starosti) a za koje je ekvivalentna starost humane
populacije period od 25-40 godina. Grupe pacova starosti 15 i 18 meseci spadaju u grupu srednje dobi
(period od 10 do 20 meseci), kome odgovara period od 40 do 65 godina kod ljudi, dok se pacovi
starosti 20-24 meseca smatraju starim i odgovaraju ljudskoj dobi od 65 do 75 godina (Ghasemi i
Jeddi, 2021). Efekat primenjenih rezima ishrane ispitan je u viSe aspekata, pracenjem energetskih
potreba organizma i promenama u telesnoj masi, pracenjem individualnih parametara koje doprinose
fizicko-kognitivnom indeksu krhkosti organizma, sprovodenjem seta testova ponaSanja za procenu
kognitivnih funkcija i anksioznosti, i analizom ekspresije gena ¢iji se proteinski produkti potencijalno
nalaze u osnovi mehanizma delovanja DR, konkretno receptori dopamina i molekuli mTOR signalnih
puteva.

U cilju procene efekta DR na duzinu Zivotnog veka i zdrav Zivotni vek najpre je ispracen
stepen smrtnosti pacova oba pola svih eksperimentalnih grupa AL, RODR i KODR. Rezimi DR imali
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su gotovo identi¢an, pozitivan efekat na stepen prezivljavanja kod oba pola, izuzev KODR uvedene
u 21. mesecu zivota. Ova DR je dovela do prezivljavanja 80% muzjaka i svega 50% Zenki, §to je bilo
manje ¢ak i u odnosu na AL grupu Zenki iste starosti. Rezultati pokazuju da su zenke otpornije na
proces starenja pri slobodnom pristupu hrani, te da im dodatni stresor u vidu uvodenja DR u starijem
zivotnom dobu Steti, dok je kod muzjaka smrtnost na rezimu slobodnog unosa hrane znatno veéa,
toliko da ovaj rezim dijetalne restrikcije iako uveden kasno ima pozitivne efekte na preZivljavanje.
Jedno od mogucih objaSnjenja lezi u promeni metabolizma. Znac¢ajan skok u dnevnom unosu hrane
kod muzjaka uocen je upravo u 21. mesecu, sugerisuéi da u ovoj tacki muzjaci ulaze u ,,prejedanje*
Sto potencijalno pogorSava njihovo zdravstveno stanje. U radu autora Teofilovi¢ 1 saradnici
(Teofilovic i sar., 2022), pokazano je da 24-mese¢ni muzjaci Wistar pacova AL grupe imaju znatno
veci procenat belog masnog tkiva i ve¢i udeo masnog tkiva u odnosu na telesnu masu, kao 1 povisen
nivo slobodnih masnih kiselina, triglicerida i kortizola u odnosu na 6-mese¢ne Ad libitum hranjene
zivotinje, dok KODR u starom zivotnom dobu vraca ove vrednosti na kontrolne. PoviSen adipozitet
je karakteristika starenja i gojaznosti. U oba stanja javlja se rezistencija na leptin, koja dovodi do
poremecaja lipidnog metabolizma, osetljivosti ¢elija na insulin i inflamacije (Bonzon-Kulichenko i
sar., 2018). Uoceno povecanje telesne mase kod zivotinja koje imaju slobodan pristup hrani tokom
celog zivota moze biti posledica starosno zavisne rezistencije na leptin koja dovodi do izostajanja
anoreksigenog efekta leptina i gubitka ravnoteze izmedu procesa deponovanja masti i lipolize u
adipocitima (Bonzon-Kulichenko i sar., 2018; Izquierdo i sar., 2019).

Li i saradnici pokazali su da kod muzjaka pacova izmedu 3 i 24 meseca starosti dolazi do
progresivnog porasta telesne mase, poveéanja depoa gonadalnog i subkutanog belog masnog tkiva, i
veceg indeksa adipoziteta, uprkos tome $to se slobodni unos hrane nije menjao tokom starenja (Li i
sar., 1997). Dodatno, kod ovih zivotinja uocen je veci nivo kako iRNK za leptin u belom masnom
tkivu, tako i cirkulisuceg leptina. Kod humanih ispitanika muskog pola, uoc¢eno je povecanje telesne
mase od 25. do 50. godine zivota nakon ¢ega sledi pad, dok kod Zena tezina nastavlja da se povecava
do 70-tih godina (Hodge i Zimmet, 1994). Kada je re¢ o diskrepanci izmedu unosa hrane i povecanja
telesne mase jedno od objasnjenja sugeriSe da se energetska potro$nja smanjuje tokom starenja, (Li i
sar., 1997), u prilog ¢emu govori i podatak da stariji pacovi imaju manju potrosnju kiseonika od
mladih, $to je uzeto kao mera termogenetske aktivnosti (Scarpace i sar., 1994). U radu koji su sproveli
Quirds Cognuck i saradnici zivotinje sa slobodnim pristupom hrani su klasifikovane kao gojazne
pocevsi od drugog meseca u slu¢aju muzjaka i od 6. meseca u slucaju Zenki (Quiros Cognuck i sar.,
2020). Ovaj podatak objasnjava promene telesnih masa pod dejstvom RODR kod muzjaka i Zenki u
ovoj studiji: uvodenje DR kod 6 meseci starih Zenki pomoglo je odrzavanje telesne mase do kraja
eksperimentalnog perioda koja bi se, u slucaju Ad libitum nacina ishrane sigurno vremenom
povecavala; dok je kod muzjaka postojalo zna¢ajno inicijalno smanjenje telesne mase po uvodenju
DR, nakon cega je sledila plato faza. Takode, zenke su tokom starenja pokazale bolji lipidni profil i
toleranciju na glukozu u poredenju sa muzjacima (Quiros Cognuck i sar., 2020). Uocene razlike u
unosu hrane i telesnoj masi kod muzjaka i zenki mogu biti posledica hormonskih razlika, buduc¢i da
testosteron povecava unos hrane, dok ga estrogeni smanjuju (Asarian i Geary, 2006, 2013). lako je
kod zenki uoceno smanjenje osetljivosti, odnosno odgovora na 17p3-estradiol (E2) tokom starenja,
anoreksigeni efekat E2, odgovoran za manji unos hrane i telesnu masu, prisutan je kako kod mladih
tako i kod Zenki srednje dobi (Santollo i sar., 2012).

U studiji NIA, sprovedenoj krajem proslog veka, pokazano je da je rano uvedena DR dovela
do produZzetka zivotnog veka kod oba pola ¢ak Cetiri soja miSeva i tri soja pacova (Turturro i sar.,
1999). Medutim, u slucaju kasnijeg pocetka DR rezultati su nesto drugaciji. Jiang i saradnici u svojoj
studiji na mi§jem modelu pokazali su da je DR sa ranim pocetkom, u 5. mesecu starosti, bila efikasna
kod muzjaka i zenki kada je u pitanju produzetak zivotnog veka, iako sa znac¢ajnim polnim razlikama
(54% kod muzjaka 1 18% kod Zenki). Sa druge strane DR sa kasnim pocetkom, u 20. mesecu,
produzila je zivotni vek muzjaka za samo 1,4% a zenki za 16% (Jiang i sar.), §to ukazuje da kasniji
pocetak DR znacajnije smanjuje potencijal DR da produzi Zivotni vek kod muZjaka nego kod zenki.
Smanjenje unosa kalorija kod 18 meseci starih muzjaka Long Evans pacova nije produZzilo njihov
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zivotni vek (Lipman i sar., 1995), dok je kasni poéetak DR, u 24. mesecu znacajno povecao stopu
smrtnosti kod muzjaka ¢ak 3 soja miSeva (Forster i sar., 2003; Turturro i sar., 1999). Uzimajuéi u
obzir navedene studije moze se zakljuciti da kod Zenki pocetak dijetalne restrikcije nema presudnu
ulogu u efektima na prezivljavanje, dok je kod muzjaka taj uticaj dramatican.

Rezultati dobijeni u ovoj studiji pokazali su da je efekat RODR, otpocete sa 6 meseci starosti,
bio isti kod muzjaka i Zenki u obe starosne grupe, kao i KODR otpocet sa 15 meseci starosti. Znacajno
drugaciji rezultat zabelezen je u slucaju 24-mesecnih zenki KODR grupe, gde je prezivljavanje bilo
znatno losije kod zenki u odnosu na muzjake. Drugaciji trend promena kod Zenki i muzjaka u odnosu
na gorepomenute studije moze biti posledica toga Sto se pacovi i miSevi znacajno razlikuju kada suu
pitanju telesna masa, deponovanje masnih rezervi, metabolizam i potro$nja energije, Sto se odrazava
i na starenje i efekat koji tretmani poput DR ostvaruju kod svakog od njih (Maric i sar., 2022).

Takode, u ovoj studiji, Zenke su pokazale visi stepen prezivljavanja u odnosu na muzjake pri
slobodnom pristupu hrani. Visi stepen prezivljavanja zenki u odnosu na muzjake je uocen kod svih
sisarskih vrsta (Borras i sar., 2007). Jedno od objasnjenja ove pojave dato je u mitohondrijskoj teoriji
starenja, odnosno ¢injenici da mitohondrije Zenki produkuju upola manje vodonik peroksida nego
mitohondrije muzjaka (Borras i sar., 2007). Takode, vezivanje estrogena za estrogenske receptore
dovodi do aktivacije signalnih puteva posredovanih MAP kinazama (engl. mitogen activated protein,
MAP) 1 NfkB, rezultuju¢i pozitivhom regulacijom antioksidativnih enzima mangan superoksid
dismutaze (engl. manganese superoxide dismutase, Mn-SOD) i glutation peroksidaze (engl.
glutathione peroxidase, GPx) zbog Cega Zenke imaju znatno nizi stepen oksidativnog oSte¢enja
mitohondrijske DNK i glutationa u odnosu na muzjake (Borras i sar., 2007).

Slobodno hranjene Zenke pokazuju viSu energetsku potrosnju i loSiju energetsku efikasnost u
odnosu na muzjake (Valle i sar., 2005). Veca energetska potro$nja kod zenki je posledica vise stope
bazalnog metabolizma i viSeg praga temperature na kojoj se aktivira proces termogeneze. Obzirom
da tokom izlaganja DR, gubitak miSi¢ne mase kod Zenki odgovara onom koji je uocen kod muzjaka,
pri ¢emu ne dolazi do gubitka mase metabolic¢ki aktivnih organa, kao ni do smanjenja fizicke
aktivnosti, verovatno je da se smanjenje energetske potrosnje ostvaruje najpre inaktivacijom mrkog
masnog tkiva kao efektora nedrhtece termogeneze (Valle i sar., 2005).U novijoj literaturi pokazano
je da polni hormoni igraju ulogu u aktivaciji mrkog masnog tkiva, pri ¢emu estrogeni imaju
stimulatorni, dok androgeni ispoljavaju inhibitorni efekat na aktivaciju mrkog masnog tkiva
(Kaikaew i sar., 2021). Mrko masno tkivo kod Zenki doprinosi boljoj aklimatizaciji na promene unosa
energije. U slucaju poviSenog unosa masti i Secera, ekspresija proteina koji doprinose termogenetskoj
aktivnosti je ve¢a u mrkom masnom tkivu Zenki u odnosu na muzjake. Suprotno, u slucaju kalorijske
restrikcije kod Zenki se uocava znacajnije smanjenje termogenetske aktivnosti nego kod muzjaka, §to
dovodi do smanjenje energetske potrosnje i oCuvanja mase i funkcije metabolicki zahtevnih organa.
(Kaikaew i sar., 2021). Obzirom da tokom starenja dolazi do smanjenja mase i termogenog kapaciteta
MMT (McDonald i sar., 1988), moguce je da su zabelezeni rezultati kod 24-mese¢nih zenki KODR
grupe posledica upravo toga Sto je kod 21 mesec starih zenki AL grupe energetski unos ve¢ bio
smanjen, odnosno prilagoden manjoj energetskoj potro$nji organizma sa smanjenom masom i
funkcijom MMT. Po uvodenju u DR, ovakve zivotinje nisu imale moguénost kompenzacije deficita
energije neophodne za odrzavanje metabolickih funkcija.

Navedene promene u telesnoj masi, kao i masi mi$i¢nog i masnog tkiva govore o statusu
organizma i efektu koje odredene intervencije imaju, a ujedno su i parametri koji uz druge, fizicke i
kognitivne parametre, ulaze u formulu za procenu krhkosti (Xue, 2011). Krhkost nije neizbezna
posledica starenja ve¢ reverzibilni gerijatrijski sindrom (Capurso, Bellanti et al. 2019), te kao takav
moze biti modifikovan razli¢itim intervencijama za odlaganje i usporavanje starosno zavisnih
promena.

Poznato je da u humanoj populaciji Zene zive duze od muskaraca uprkos veéem stepenu
krhkosti (Kane i sar., 2017). Ova pojava poznata je kao musko-Zenski paradoks prezivljavanja
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(Gordon i sar., 2017), a razlog ovakve pojave izmedu ostalog lezi i u tome §to se fizioloske rezerve
kod muskaraca vise troSe za poboljSanje performansi i kvaliteta Zivota, kao i u tome $to Zene danas u
proseku imaju malobrojnije potomstvo nego u proslosti (Heinze-Milne i sar., 2019). Osim toga, moze
biti i posledica dizajna testa koji je koris¢en za procenu krhkosti (Heinze-Milne i sar., 2019). Polne
razlike u animalnim modelima su nekonzistentne, budu¢i da iako pretezno Zenke pokazuju vecu
krhkost, ima i drugacijih rezultata. Studije tri nezavisne grupe pokazale su da Zenke miSeva imaju
veéi stepen krhkosti u odnosu na muzjake (Antoch i sar., 2017; Keller i sar., 2019; Whitehead i sar.,
2014), dok su sa druge strane Kane i saradnici (Kane i sar., 2016) kao i Parks i saradnici (Parks i sar.,
2012) u svojim studijama pokazali da kod miSeva ne postoji zna¢ajna razlika u stepenu krhkosti medu
polovima. U ovoj studiji je kod oba pola doslo do povecanja indeksa krhkosti (FI) tokom starenja.
lako su i 18-mesecne i 24-meseéne zenke AL grupe imale znacajno veéi indeks od slobodno hranjenih
6-mesecnih zenki, nije bilo karakteristicnog porasta izmedu 18. i 24. meseca uocenog kod muzjaka.
To ukazuje da Zenke dostizu maksimalni stepen krhkosti ranije nego muzjaci, §to govori u prilog
paradoksu prezivljavanja muzjaka i Zenki. Ovakvi oprecni rezultati studija ukazuju da prilikom
procene krhkosti kod glodara oba pola rezultati mogu varirati u zavisnosti od parametara koji se
koriste za procenu, kao i od soja, narocito kada su u pitanju transgeni modeli kod kojih su muzjaci
pretezno krhkiji od zenki (Kane i sar., 2018). Ono $to je medutim nedvosmisleno pokazano, kako u
ovoj, tako u drugim studijama, je da pol jedinke treba posmatrati kao bitan faktor u slucaju
identifikacije biomarkera krhkosti (Yorke i sar., 2017) i efikasnosti razlicitih intervencija za odlaganje
starosno zavisnih promena (Kane i sar., 2016).

Pol ima vaznu ulogu u procesu starenja i odgovoru na sredinske intervencije koje taj proces
modulisu, poput DR (Kane i sar., 2016; Le Couteur i sar., 2018). Kane i saradnici pokazali su da DR
nije bila efikasna u odlaganju starosno zavisnih promena kod Zenki miSeva dva razli¢ita soja, dok je
kod muzjaka uocen protektivan efekat. DR koja je trajala od 6 do 19 meseci zivota znacajno je
smanjila FI kod muzjaka C57BL/6J i DBA/2J miseva, dok kod Zenki iste starosti nije imala efekta
(Kane i sar., 2016). U ovoj studiji uoc¢eno je smanjenje FI kod 18 meseci starih Zivotinja oba pola.
Ipak, kasnije u zivotu, kod 24 meseca starih zivotinja, protektivni efekat RODR odrzao se samo kod
zenki, dok kod muzjaka uprkos pozitivnom efektu na pojedinaéne parametre krhkosti, efekat DR nije
bio znacajan. Procena indeksa krhkosti u ovoj studiji pokazuje blagu prednost zenki u odnosu na
muzjake, ali treba imati u vidu da se stepen krhkosti znacajno razlikuje medu eksperimentalnim
modelima, kako tokom starenja tako i pod razli¢itim sredinskim intervencijama kakva je i DR.

Cinjenica da je KODR imala protektivna svojstva kada je uvedena sa navrienih 15 meseci
zivota, a da je efekat izostao kada je uvedena kod 21 mesec starih zivotinja jasno upucéuje na vaznost
trenutka uvodenja DR. Stavise, iako na nivou trenda a bez statistitke znacajnosti, kod 24-mese&nih
zenki je KODR dodatno pogorsavala vrednosti FI u odnosu na AL kontrolu. Moze se pretpostaviti da
detektovanim razlikama izmedu muZjaka i Zenki doprinose 1 razlike u nivou hormona stresa. Naime,
poznato je da tokom starenja dolazi do povecanja bazalnog nivoa kortizola, odnosno kortikosterona
(Garrido i sar., 2012; Lo i sar., 2000; Sapolsky i sar., 1983), a na $ta je ukazala i ranija studija iz ove
laboratorije (Tesic i sar., 2021). Takode, zna se i da Zenke generalno imaju vise nivoe bazalnog i
stresom-indukovanog kortikosterona uz slabiju negativnu povratnu spregu HHA osovine (Kaikaew i
sar., 2019). Ovoj razlici dodatno doprinosi i to §to zZenke imaju visi nivo kortikosteron-vezujuceg
globulina (engl. Corticosteroid-Binding Globulin, CBG), proteina koji vezuje 80% cirkuliSuceg
kortikosterona (Kaikaew i sar., 2019). Posledi¢no, iako je nivo cirkuliSuc¢eg kortikosterona visok, on
se najvec¢im delom nalazi u neaktivnom obliku, vezan za CBG. Ipak, tokom izlaganja stresorima skok
nivoa slobodnog kortikosterona je visi kod zenki jer dolazi do oslobadanja kortikosterona od CBG.
Pored starosno zavisnog povecanja, nivo cirkuliSu¢eg kortikosterona se dodatno povecava u slucaju
izlaganja DR (Dallman i Jones, 1973; Han i sar., 2001; Sabatino i sar., 1991). Imajuci u vidu sve
navedeno moze se pretpostaviti da uvodenje DR kod starih Zenki sa vi§im nivoom kortikosterona i
snizenim nivoom CBG predstavlja dodatni stresor za organizam, koji ¢e dodatno povecati nivo
kortikosterona, zbog ¢ega pored izostajanja uobicajenog protektivnog efekta DR nastupa i dodatno
pogorsanje. Sa druge strane, uvodenje DR nesto ranije, tj sa 15 meseci, moze pripremiti Zivotinje na
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nastupajuce stresore u starijem dobu, §to objasnjava razliku U indeksu krhkosti izmedu 18 i 24 meseca
starih zivotinja koje su bile na istom, tromese¢nom rezimu DR.

Zbog eksperimentalnog dizajna koji podrazumeva zrtvovanje eksperimentalnih Zivotinja u
definisanim vremenskim tackama, one nisu ostavljane da stare sve do trenutka spontane smrti, te ova
studija ne raspolaze podacima o prirodnom mortalitetu, Sto predstavlja svojevrsno ogranicenje
uobicajnoj validaciji fizicko-kognitivnog indeksa krhkosti (Rockwood i sar., 2017; Rockwood i sar.,
2005), koji podrazumeva da se visok stepen krhkosti Zivotinje potvrdi njenim kra¢im preZivljavanjem
u odnosu na zivotinju sa nizim stepenom krhkosti. Ipak, spontana smrtnost zivotinja je prac¢ena tokom
trajanja eksperimenta sve do trenutka Zrtvovanja zivotnja i indirektno je pokazana korelacija sa
stepenom krhkosti. U RODR grupama zivotinja kod kojih je FI bio manji, broj prezivelih Zivotinja se
povecavao, dok je kasno otpoceta DR dovela do veéeg FI i vece smrtnosti.

Ova studija potvrduje da je krhkost multidimenzionalni sindrom, u ¢ijoj karakterizaciji pored
fizickog, u obzir moraju biti uzeti i kognitivni parametri. Korelacija izmedu performansi u dva
kognitivna zadatka sa stepenom krhkosti dodatno naglaSava znaaj uklju€ivanja kognitivne
komponente u determinaciju indeksa krhkosti, daju¢i mnogo kompletniji uvid u zdravstveni status
organizma.

Promene u motornim 1 kognitivhim parametrima koriS¢enim pri proceni indeksa krhkosti
oslikavaju per se i promene u motorici i viSim kognitivnim funkcijama- uéenju i memoriji, koje se
desavaju tokom starenja. Ove promene mogu biti modulisane pod dejstvom DR, §to je prac¢eno
odgovaraju¢im testovima ponaSanja. Test otvorenog polja omogucéava analizu motoric¢kih
sposobnosti Zivotinje, koja se ogleda u obimu kretanja u areni testa otvorenog polja, dok propinjanje
odnosno vertikalna aktivnost odrazava istrazivacko ponasanje. Sagledavanje oba ispitivana parametra
daje uvid u sposobnost Zivotinje da habituira, odnosno da usled ponovnog izlaganja sredini sa kojom
se ve¢ susrela koriguje stepen istrazivacke aktivnosti, kao odraz sposobnosti ucenja. Drugi test,
odnosno test prepoznavanja novog predmeta, zasnovan na urodenoj sklonosti zivotinja ka novini
(Taxier i sar., 2020) upotrebljen je za procenu kratkotrajne ali i dugotrajne memorije na osnovu
vremena koje Zivotinja provodi u istrazivanju novih odnosno ve¢ poznatih predmeta.

Da se lokomotorna aktivnost glodara smanjuje tokom starenja pokazano je jo§ u najranijim
studijama u kojima je koris¢en test otvorenog polja (John Archer, 1975; Furchtgott i sar., 1961).
Medutim, kasnije sprovedene studije pokazale su da na ovaj rezultat uticu genetika, kao i soj i pol
glodara koji je koris¢en (Tachibana, 1986), ali i uslovi testiranja, odnosno da li se sprovodi u svetloj
ili tamnoj fazi dana (Alstott i Timberlake, 2009). U studiji koju su sproveli Seliger i saradnici,
pokazano je da tokom starenja obim kretanja Zenki u testu otvorenog polja ostaje relativno isti
(Seliger, 1977), sto je potvdeno i u ovoj studiji budu¢i da medu grupama zenki razlicite starosti nije
bilo statisticki znacajne razlike u obimu kretanja prvog dana testiranja (rezultati nisu prikazani za ovo
poredenje). Pored toga $to mlade zenke nisu pokazale oCekivano visi nivo istrazivacke i lokomotorne
aktivnosti u odnosu na starije jedinke, kod ove grupe nije uo¢eno ni smanjenje lokomotorne aktivnosti
tokom 3 dana testiranja. Obzirom da je test otvorenog polja otpocinjan kada su mlade Zivotinje bile
u estrusu, fazi ciklusa u kojoj su Zenke najaktivnije usled visokog nivoa estrogena, pad istrazivacke
aktivnosti u narednim danima testiranja bio bi oc¢ekivan, kako zbog procesa habituacije, tako i zbog
prirodno manje aktivnosti u metestrusu i diestrusu (Vinogradova, 1999), posredovane padom nivoa
estrogena u ovim fazama ciklusa (Stern i Zwick, 1972; Wollnik i Turek, 1988). Lokomotorna
aktivnost se nije smanjivala ni kod 18-mese¢nih Zenki AL grupe. U prethodnim studijama iz ove
laboratorije bilo je slucajeva da se kod adultnih muzjaka pad u lokomotornoj aktivnosti, odnosno
habituacija, uocava tek ¢etvrtog i petog dana (Todorovic i sar., 2018)(Todorovi¢, 2019). U ovoj studiji
je koriS¢ena eksperimentalna paradigma gde se ponasanje Zivotinja u testu otvorenog polja pratilo
tokom 3 dana, $to na Zalost onemogucava poredenje sa prethodnim rezultatima i potvrdu hipoteze da
je u pitanju neka odlika soja koji je koris¢en. Ipak, medusesijska habituacija bila je jasno uocljiva kod
18-mesecnih Zenki RODR 1 KODR grupe kao i 24-mesec¢nih zenki RODR grupe, pokazuju¢i bolju
sposobnost u¢enja kod zivotinja iz DR eksperimentalnih grupa. Sa druge strane, kod 24-mese¢nih
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zenki KODR grupe nije uocena habituacija ni u lokomotornoj ni u vertikalnoj aktivnosti. Ovakav
rezultat pokazuje da rano otpoceta dugotrajna DR moZe znacajno doprineti sposobnosti ucenja i
formiranja dugotrajne memorije, dok kasno uvedena DR pogorSava ove sposobnosti.

Kada je re¢ o unutarsesijskoj habituaciji, kod svih ispitivanih AL i DR grupa uocena je
smanjena ambulatorna i vertikalna aktivnost u poslednjih 5 u odnosu na prvih 5 minuta testiranja,
ukazujuci na oCuvanu sposobnost uc¢enja i formiranja kratkotrajne memorije.

U literaturi postoje podaci koji isticu da mladi pacovi ispoljavaju visi stepen anksioznosti pri
izlaganju novoj sredini kakva je arena testa otvorenog polja u odnosu na starije zivotinje. Naime,
Buechel i saradnici, u ¢ijoj je studiji pokazano da stare zivotinje imaju blazu reakciju na stres na
ponasajnom i molekularnom nivou usled smanjene responsivnosti HHA osovine, predstavili su
starenje kao hroni¢ni stresor koji maskira efekat akutnih stresora kojima se Zivotinje izlazu. Ovakva
pojava, iako trenutno S§titi stare jedinke od stresora, dugoro¢no gledano ima negativan uticaj jer
onemogucava prilagodavanje na stresne uslove (Buechel i sar., 2014). Novinom uslovljena
anksioznost moze biti razlog smanjene istrazivacke aktivnosti uo¢ene kod 6-mese¢nih i 18-mese¢nih
zenki AL grupe. U prilog tome govore i parametri ankisoznosti iz testa otvorenog polja koji su
pokazali da 6-mese¢ne slobodno hranjene zenke imaju znac¢ajno manji broj ulazaka i krace vreme
provedeno u centru arene testa otvorenog polja u odnosu na 24 meseca stare.

Takode, ponasanje moZe biti izmenjeno uslovima gajenja i rukovanja zivotinjama. Izidio 1
saradnici u svojoj studiji u kojoj su testirali dva soja pacova, Lewis (LEW) i spontano-hipertenzivne
pacove (engl. spontaneously hypertensive rats, SHR) pokazali su da se ponaSanje zivotinja znac¢ajno
razlikovalo u zavisnosti od poloZaja kaveza u odgajalistu, kao 1 u zavisnosti od toga da li je zivotinja
neposredno pred testiranje bila u aktivnom ili pasivnom stanju (lzidio i sar., 2005). Smanjenje opste
motori¢ke aktivnosti 1 poviSen nivo anksioznosti uoceni kod mladih zenki u ovoj studiji mogu biti
posledica rukovanja zivotinjama tokom uzimanja vaginalnog brisa radi potvrde faze estrusnog
ciklusa, koje je sprovodeno u ranim prepodnevnim satima na dan testiranja.

Pracenje defekacije je jedna od metoda za procenu emocionalnog ponaSanja kod glodara, pri
¢emu Zenke u proseku ostavljaju manje bolusa od muzjaka (J. Archer, 1975; Lovick i Zangrossi,
2021; Walsh i Cummins, 1976; Whimbey i Denenberg, 1967) $to je u kombinaciji sa vecom
lokomotornom aktivnos$¢u u studijama Cesto interpretirano kao manja plasljivost zenki u odnosu na
muzjake. Takode, karakteristi¢no je da se tokom uzastopnih dana testiranja broj bolusa smanjuje, §to
je uz smanjenje lokomotorne i vertikalne aktivnosti takode karakteristika medusesijske habituacije.
Medu testiranim grupama Zenki, zivotinje sa slobodnim pristupom hrani nisu pokazivale habituaciju
kada je re¢ o broju bolusa. Habituacija je uocena kod 18 meseci starih Zenki RODR 1 KODR grupe,
kao i 24 meseca starih zenki RODR grupe, pokazujuéi da je DR znacajno doprinela regulaciji straha
kod ovih grupa. Duga dijeta sa ranim pocetkom rezultovala je habituacijom zivotinja u sva tri pracena
parametra, kod obe starosne grupe. Kratka dijeta otpoceta sa navrSenih 15 meseci Zivota imala je
protektivan efekat koji je parirao efektima duge dijete u starosnoj grupi od 18 meseci.

Dok je kod zenki uoceno ocekivano starosno zavisno pogorSanje kratkotrajne i dugotrajne
memorije u testu prepoznavanja novog predmeta, stari muzjaci nisu imali loSije rezultate od mladih.
Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima prethodnih studija, sa slicnom eksperimentalnom
postavkom na Fisher-344 pacovima, pri ¢emu je pokazano da stari muzjaci pacova pokazuju bolje
rezultate u testu dvostrukog prepoznavanja novog predmeta od mladih (Aktoprak, 2013; Gardner i
sar., 2020). U svojim studijama autori Gardner i saradnici, i Korol i saradnici, pokazali su da je u
regulaciju memorijskog odgovora u testu prepoznavanja novog predmeta ukljucen i strijatum, koji je
manje osetljiv na proces starenja od hipokampusa (Gardner i sar., 2020; Korol i sar., 2019). Drugim
re¢ima, tokom starenja uloga hipokampusa u procesima ucenja gubi primat, dok se strijatum
karakteriSe o€uvanim ili pojac¢anim doprinosom procesima ucenja i pamcenja. Proces starenja, kao i
izlaganje stresu i stimulusima koji izazivaju anksioznost, dovodi do promena u mozdanim matricama
procesa ucenja i pamcéenja, odnosno do preusmeravanja sa hipokampusnog na strijatumsko ucenje
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(Gold & Korol, 2012; Gruber & McDonald, 2012; Packard i Goodman, 2012, 2013; Sadowski,
Jackson, Wieczorek, & Gold, 2009; Schwabe, 2013) te u tome verovatno lezi objasnjenje zasto je kod
starih muzjaka Wistar pacova detektovana o¢uvana kratkotrajna memorija.

Postavlja se naravno pitanje zaSto ovakav efekat nije uocen kod Zenki, odnosno zasto je kod
njih postojalo kognitivno pogorsanje tokom starenja. Jedno od objasnjenja moglo bi biti da su uocene
razlike u starosno zavisnim kognitivnim promenama kod muzjaka i zenki regulisane hormonski.
Prethodno sprovedene studije su pokazale da postoje polne razlike u odgovoru glodara na test
prepoznavanja novog predmeta (Cost i sar., 2012; van Goethem i sar., 2012). lako u testovima za
procenu memorije muzjaci uglavnom imaju bolje performanse od zenki (Jonasson, 2005; Luine,
2015), u testu prepoznavanja novog predmeta zenke sa nizim nivoom estrogena imale su rezultate
slicne muzjacima, dok su Zenke sa visim nivoom estrogena imale bolje rezultate od muzjaka i zenki
sa niskim nivoom estrogena (Cost i sar., 2012; van Goethem i sar., 2012). Navedeni podaci su u
skladu sa rezultatima ove studije, buduéi da su mlade adultne Zenke sa slobodnim pristupom hrani, a
kod kojih je zbog uzrasta i nivo estrogena ocekivano visok, imale bolji memorijski odgovor od starijih
zenki kao i od mladih muzjaka. U velikom broju studija je potvrdeno da estrogeni imaju veliku ulogu
u procesima ucenja i pamcenja i da estradiol (E2) reguliSe molekularne i ¢elijske procese u
hipokampusu i prefrontalnoj kori velikog mozga ¢ime modulise kognitivne funkcije poput ucenja i
memorije ( pregledni rad Taxier i sar., 2020). Pad estrogena, koji se kod zenki desava tokom starenja,
narusava sinapticku plasti¢nost u ovim mozdanim strukturama, Sto dovodi do losijih performansi u
testovima za procenu memorije, kakav je test prepoznavanja novog predmeta. U prilog ovom
rezultatu govore i studije u kojima su zenke ovarijektomisane u ranom adultnom dobu imale losije
rezultate u testu prepoznavanja novog predmeta od kontrolnih (Fonseca i sar., 2013; Wallace i sar.,
2006), dok je egzogena primena estradiola poboljsala performans ovarijektomisanih Zenki u ovom
testu (Gresack i Frick, 2006; Inagaki i sar., 2010). Intrahipokampusna administracija E2 dovela je do
povecanja gustine dendritskih trnova u hipokampusu 30 minuta nakon primene, a u prefrontalnoj kori
velikog mozga 2 sata nakon primene, pokazujuéi da estradiolom-indukovana spinogeneza u
hipokampusu dovodi do spinogeneze i u kori velikog mozga (Tuscher i sar., 2016). Pretpostavlja se
da mehanizam kojim primena E2 u hipokampusu dovodi do poveéanja gustine dendritskih trnova u
kori velikog mozga lezi u projekcijama neurona CA1 regiona hipokampusa, koje idu do ovog regiona
kore. Administracija E2 doprinosi povecanju gustine dendritskih trnova i drugih mozdanih regiona
ukljuéenih u uéenje i memoriju, kao $to je medijalna pre¢eona kora velikog mozga (S. T. Yang i sar.,
2014). Nekoliko signalnih kaskada ucestvuje u estrogenima-regulisanom odgovoru u razli¢itim
mozdanim strukturama ukljuc¢uju¢i MAPK/ERK (engl. Mitogen-activated protein kinase /
extracellular signal-regulated kinase, ERK) (Boulware i sar., 2013; Fan i sar., 2010; Fernandez i sar.,
2008) i PI3K-Akt-mTOR (Fortress i sar., 2013; Taxier i sar., 2019). Pokazano je da je aktivacija ERK
i MTOR u dorzalnom hipokampusu neophodna za estradiolom-posredovano poboljsanje performansi
u testu prepoznavanja novog predmeta i konsolidacije memorije (Fortress i sar., 2013), dok primena
rapamicina inhibira pozitivan efekat E2 na poboljSanje memorije (Fernandez i sar., 2008; Fortress i
sar., 2013). Testosteron takode reguliSe vise kognitivne funkcije (Romeo i sar., 2005; Schulz i Korz,
2010), ali se nasuprot naglom padu estrogena kod zenki, starosno zavisni pad testosterona kod
muzjaka deSava postepeno (pregledni rad Meites i sar., 1980), Sto moze biti razlog oCuvanijeg
memorijskog odgovora 24-mese¢nih slobodno hranjenih muzjaka u testu procene novog predmeta,
bez velikog pada u kognitivnim performansama izmedu dve eksperimentalne grupe razlicite starosti.

Kada je re¢ o efektima dijete, prema rezultatima testa prepoznavanja novog predmeta, najbolji
efekti RODR uoceni su kod 18 meseci starih Zenki, obzirom da je ovaj rezim ishrane sacuvao
kratkotrajnu i dugotrajnu memoriju, dok je KODR u ovoj starosnoj grupi ¢uvao samo kratkotrajnu
memoriju.

Prethodne studije su pokazale da razli¢iti molekularni mehanizmi leZe u osnovi kraktotrajne i
dugotrajne memorije (Vogel-Ciernia i sar., 2013). Rezultati ove studije pokazali su da 3 meseca duga
DR otpoceta u srednjoj dobi ne moze da utice na ve¢ nastali starosno zavisni pad u dugotrajnoj
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memoriji, dok isti rezim uveden u kasnoj dobi dodatno pogorsava rezultate testiranja i kratkotrajne i
dugotrajne memorije u odnosu na Ad libitum hranjene kontrole, ukazuju¢i da uvodenje DR u ovom
zivotnom periodu moze dovesti do znacajnog pogorsanja kognitivnih performansi. U preglednom
radu autora Dias i saradnika istaknuto je da efekat DR moze varirati zavisno od stepena restrikcije,
duZzine trajanja i vremena sprovodenja DR, pokazujuéi da su pozitivni efekti na kogniciju kod svih
eksperimentalnih modela od musica do primata bili prisutni samo kada je DR uvedena rano tokom
zivota (Dias i sar., 2020). Dodatno, pokazano je da ¢ak i kratkotrajna DR moze biti efikasna u ¢uvanju
funkcije ucenja i memorije u slucaju starosno zavisnih patologija nervnog sistema, kao $to su
Alchejmerova i Parkinsonova bolest, kada je uvedena kod mladih adultnin PDAPP-J20 miseva,
genetski modifikovanih zivotinja koji eksprimiraju humani prekursor amiloidnog proteina, APP
(Gregosa i sar., 2019) i kod miseva sa Tau patologijom (Brownlow i sar., 2014).

Iznenadujucée, pomenuta protektivna svojstva DR na memorijski odgovor uoc¢ena su samo kod
zenki, dok je kod muzjaka bio uocljiv samo negativni efekat tromesecnog rezima DR otpocetog u
kasnom adultnom periodu. Ve¢i benefit DR na ocuvanje memorije kod Zenki u odnosu na muzjake
pacova tokom starenja se najverovatnije ponovo moze objasniti ulogama estrogena, odnosno efektima
DR na procese regulisane estrogenima poput neuroinflamacije, oksidativnog stresa i metabolickih
puteva (Villa i sar., 2016). Poznato je da DR odlaze i usporava starosno zavisni gubitak receptora za
estrogene, odrzavajuci estrogenima regulisane procese (Yaghmaie i sar., 2005), tako da uvodenje DR
oponasa efekat egzogene primene estrogena (Hajializadeh i sar., 2022). Moguce je da u ovoj studiji
zenke pacova koje imaju slobodan pristup hrani, tokom starenja dozivljavaju znacajniji gubitak
kognitivnih sposobnosti usled smanjenja nivoa estrogena, dok uvedeni rezimi DR ublazavaju ove
promene, odrzavanjem nivoa ekspresije estrogenskih receptora i zastitom mozga od stresora koji prate
starenje. Prisustvo estrogena smanjuje oksidativni stres, inhibira apoptotske puteve i pospesuje
energetski metabolizam u neuronima ¢ime doprinosi o¢uvanju mozdane funkcije tokom starenja.
Smanjenje nivoa estrogena povezano je sa pove¢anom osetljivoséu mozga na razlicite stresore poput
inflamacije i1 oksidativnog osStecenja, procesa koji doprinose kognitivnom padu (Albert i Newhouse,
2019; Vina i sar., 2013). S druge strane, muzjaci koji imaju znatno manju fluktuaciju hormona kao i
manji porast neuroinflamacije i oksidativnog stresa tokom starenja (Cyr i de Rivero Vaccari, 2023),
pokazuju o€uvaniji memorijski odgovor tokom starenja ali istovremeno nemaju benefit DR, barem
kada su u pitanju rezultati ovog testa, Sto rezultuje slicnim performansama izmedu AL i DR grupa
zivotinja iste starosti.

Uprkos postojanju diskrepance izmedu rezultata testa prepoznavanja novog predmeta, koji je
pokazao ocuvan memorijski odgovor kod mladih Zenki, i testa otvorenog polja koji je pokazao
smanjeno istrazivacko ponaSanje ovih Zivotinja i izostanak habituacije, rezultati dobijeni u
primenjenim testovima ponaSanja nisu oprecni. Testom otvorenog polja procenjuje se neasocijativna
prostorna memorija, odgovorna za proces habituacije, dok test prepoznavanja novog predmeta meri
deklarativnu, eksplicitnu memoriju, koja predstavlja sposobnost prepoznavanja prethodno naucenih
objekata i iskustava (Reus i sar., 2008). Razli¢iti rezultati u ova dva testa uoCeni su i ranije.
Intrahipokampusno aplikovan rapamicin, inhibitor mTOR kinaze koji ispoljava efekte slicne DR,
doveo je do pogorSanja rezultata u testu prepoznavanja novog predmeta za procenu dugotrajne
memorije, dok kratkotrajna memorija u testu prepoznavanja novog predmeta kao ni istrazivacko
ponasanje i ponasanje nalik anksioznom nisu bili izmenjeni ovim tretmanom (Myskiw i sar., 2008).
Ovakvi rezultati istiCu da pojedini tipovi memorije postaju nestabilni nakon inicijalnog prise¢anja i
zahtevaju jos jedan ciklus sinteze proteina za proces rekonsolidacije memorije, kako bi se uskladistili
u dugotrajnoj memoriji (Tronson i Taylor, 2007). Proteini neophodni u ovom procesu spadaju u gene
ranog odgovora i transkripcione faktore (poput c-FOS, Egr-1 (engl. Early Growth Response 1) i
CREB (engl. cAMP Response Element-Binding Protein), protein kinaze (CaMKII (engl.
Calcium/Calmodulin-Stimulated Protein Kinase I1), PKA, MAPK), neurotrofine (BDNF) i proteine
ukljucene u remodelovanje sinapsi (ARC (engl. Activity-regulated cytoskeleton-associated protein) i
proteini ubikvitin-proteazomskog sistema) Prethodno pomenuta mTOR signalna kaskada koja je
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ukljuena u molekularne odgovore izazvane estrogenima, ima dodatnu vaznu ulogu u ovoj
eksperimentalnoj paradigmi. Naime mTOR integriSe signale o dostupnosti hranljivih materija i
faktora rasta i pokrece nishodne puteve putem dva razlicita proteinska kompleksa, mTOR kompleksa
1 (MTORC1) i mTOR kompleksa 2 (mTORC?2), koji regulisu razli¢ite ¢elijske procese povezane sa
rastom, diferencijacijom i metabolickom homeostazom (Shimobayashi i Hall, 2014). Menjajuci
sintezu proteina preko 4E-BP inicijatora translacije ili fosforilaciju supstrata preko kinaze koja
aktivira ribozomalni protein S6, p70-S6K, faktori koji modulisu aktivnost mTORC1 istovremeno
uticu i na metabolic¢ke procese koji podrazumevaju sintezu nukleotida, metabolizam lipida i funkciju
mitohondrija (Papadopoli i sar., 2019; Saxton i Sabatini, 2017). U vecini ¢elija, inhibicija mTOR
rapamicinom dovodi do znatnog smanjenja fosforilacije p70-S6K dok je uticaj na fosforilaciju 4E-
BP znatno manji (Kang i sar., 2013; Yoon i Roux, 2013). Dodatno, aktivacija mTOR signalnog puta
u neuronima zavisi i od statusa NMDA i AMPA jonotropnih receptora za glutamat, BDNF,
dopaminskih 1 metabotropnih receptora za glutamat (mGluR), koji su ukljuCeni u regulaciju
dugotrajne potencijacije i dugotrajne depresije (pregledni rad Graber i sar., 2013), sto mTOR ¢ini
jednim od posrednika u regulaciji sinapticke plasti¢nosti.

Podaci koji govore o uticaju DR na kognitivne promene posredovane aktivacijom odnosno
inhibicijom mTOR signalnog puta su brojni i opre¢ni. U studiji Teng i saradnika, redukcija
kalorijskog unosa od 40% tokom 8 nedelja nije imala uticaj na performanse mladih (4 meseca) i starih
(24 meseca) C57BL/6 miseva u testu otvorenog polja, dok je u testu prepoznavanja novog predmeta
uocena bolja dugotrajna memorija kod miSeva obe grupe u odnosu na AL kontrolne (Teng i sar.,
2019). U istoj studiji pokazano je da se 2 nedelje po vrac¢anju na AL rezim ishrane gubi protektivni
efekat DR na dugotrajnu memoriju, te Zivotinje imaju iste rezultate u testu prepoznavanja novog
predmeta kao AL kontrole, Sto implicira da je za efekat DR na memoriju neophodna njena hroni¢na
primena (Teng i sar., 2019). U istoj studiji je pokazano da je DR uzrokovala inhibiciju fosforilacije
p70 S6K, ali ne i fosforilacije Akt, i da je primena analoga rapamicina mTOR smanjila razgranatost
i duzinu dendrita, povecala gustinu dendritskih trnova i doprinela normalnoj gustini CAl
piramidalnih hipokampusnih neurona. U studiji Ma i saradnika, poboljSanje u hipokampus-zavisnom
ucenju uoceno u DR grupama je takode bilo pra¢eno smanjenjem nivoa fosforilacije mTORCI1 i p70
S6K (Ma i sar., 2015). Yang i saradnici pokazali su da je protektivni efekat DR na starosno zavisne
kognitivne deficite C57BL/6 miseva bio pracen inhibicijom mTORCI] signalnog puta i aktivacijom
autofagije u hipokampusu, ali i da je tokom starenja doslo je do smanjenja procesa autofagije
nezavisno od negativne regulacije od strane mTORCL1. Obzirom da se i aktivacija ovog signalnog
puta smanjivala tokom starenja autori su dosli do zakljucka da do patoloSkog starenja ne dolazi usled
hiperaktivacije mTORCL, vec¢ usled nedovoljnog starosno zavisnog smanjenja njegove aktivacije (F.
Yang i sar., 2014). U testu pasivnog izbegavanja, koji je ukljucivao treniranje zivotinja odnosno
ucenje, u hipokampusu Zivotinja uocena je povisena fosforilacija mMTOR na serinskom ostatku na
poziciji Ser2448, kao i fosforilacija p70 S6K, §to oznacava aktivirano stanje mTORC1 (Bekinschtein
i sar.,, 2007). Istovremeno, inhibicija fosforilacije mTOR intrahipokampusnim aplikovanjem
rapamicina pre treniranja zivotinje smanjila je fosforilaciju p70 S6K za 60% 1 naruSila sposobnost
paméenja. Ovaj tretman je znacajno narusio dugotrajnu, ali nije imao efekta na kratkotrajnu
memoriju, $to ukazuje da mTOR aktivacija utice viSe na konsolidaciju nego na formiranje memorije.
Narusena konsolidacija memorije je bila prisutna i 7 dana nakon tretmana, sto ukazuje na dugotrajnost
efekta tretmana rapamicinom na sposobnost pamc¢enja (Bekinschtein i sar., 2007), kao i na razliku u
trajanju efekata DR i rapamicina (Teng i sar., 2019), bez obzira §to rapamicin i DR ispoljavaju sli¢ne
efekte.

Poznato je da u uslovima optimalnog energetskog statusa PDK fosforiliSe Akt na poziciji
Thr308, koja aktivirana zatim fosforiliSe mTOR na Ser2448, aktiviraju¢i time mTORCI i sledstveno
nishodnu kinazu p70 S6K, koja ucestvuje u energetski zahtevnim biosintetskim procesima.
Aktivirana p70 S6K takode vrsi inhibiciju IRS-1, klju¢nog regulatora PI3K/Akt, te ova inhibicija
posledi¢no smanjuje PI3K posredovanu produkciju PIP3, a samim tim i fosforilaciju Akt Thr308 i
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aktivaciju mTORC2. Usled smanjenje aktivacije mTORC2 smanjuje se fosforilacija Akt Ser473
neophodne za punu aktivnost Akt, §to dovodi do naruSene Akt signalizacije i poremecaja
metabolizma celije (Bai i Jiang, 2010). Nasuprot inhibitornom efektu koji aktivnost mTORC1
ostvaruje namTORC?2, aktivhost mTORC?2 fosforilacijom Akt Ser473 i samim tim inhibicijom TSC2
stimulise aktivnost mTORC1 (pregledni rad Szwed i sar., 2021). lako su podaci o statusu aktivacije
MTORC2, tokom starosno zavisnih promena u kognitivnim funkcijama oskudni, u skorijim studijama
razmotrena je i njegova uloga zajedno sa kompleksom 1. Aktivacija mTORC2 je takode povecana
tokom procesa ucenja, §to se manifestuje povecanom fosforilacijom Akt na Ser473, koja izostaje u
eksperimentalnom misjem modelu kod koga je uklonjena mTORC2 aktivnost u ekscitatornim
neuronima. Stavi$e, kod ovih mideva ne dolazi do uspostavljanja dugotrajne potencijacije, zbog éega
posledi¢no ispoljavaju problem sa u¢enjem i formiranjem dugotrajne memorije, Sto implicira vaznu
ulogu funkcionalnog mTORC2 kompleksa u ovim procesima (Huang et al. 2013).

U ovoj studiji, inhibicija fosforilacije mTOR na Ser2448 detektovana je u kori velikog mozga
I hipokampusu 18 meseci starih muzjaka na oba rezima DR (RODR i KODR), uprkos tome §to je
fosforilacija ushodne Akt na Thr308 bila inhibirana samo u hipokampusu, dok je u kori velikog
mozga postojao trend povecanja, iako bez statisticke znacajnosti. Mogucée je da je inhibicija
fosforilacije Akt na Thr308 i nishodnog mTOR na Ser2448 u hipokampusu posledi¢no smanjila
fosforilaciju mTOR i u kori velikog mozga zahvaljujuéi projekcijama CA1 neurona hipokampusa.
Iako se mTORC1 i mTORC?2 nalaze u medusobnoj dinamickoj regulaciji u zavisnosti od energetskih
zahteva celije, promene u fosforilaciji mTOR na Ser2481 i Akt na Ser473 nisu pratile promene uocene
u fosforilaciji Akt na Thr308 i mTOR na Ser 2448, ukazuju¢i da se inhibicija mTORCI1 u ovim
strukturama deSavala nezavisno od aktivacije mMTORC2. Dodatno, kod 18-mese¢nih muzjaka RODR
i KODR grupe uocena je poviSena ekspresija ukupne forme p70 S6K dok se odnos p-p70 S6K/p70
S6K nije menjao. UoCena promena moze biti rezultat kompenzatornih mehanizama sistema koji u
uslovima hroni¢no snizenog energetskog statusa usled hroni¢no inhibirane aktivnosti mTORC1,
nastoji da poveca ekspresiju proteina neophodnih za sinapticku funkciju, ukljucujuéi presinapticke i
postsinapticke proteine kao i proteine citoskeleta, strukturne proteine i receptore neurotransmitera
(Berven i sar., 2004; Lee i sar., 2005; Thomas i sar., 2005) koji su direktno ili indirektno regulisani
aktivnos$¢u S6K. lako se inhibicija mTORCI1 signalnog puta smatra protektivnom kada je re¢ o duzini
zivotnog veka 1 toku starosno zavisnih promena ukljucujuci i promene u kognitivnim performansama
(Mai sar., 2015; Teng i sar., 2019; F. Yang i sar., 2014), moguce je da prekomerna inhibicija usled
deprivacije nutrijenata moze imati negativne posledice kada je re¢ o strukturama koje zahtevaju
intenzivnu sintezu proteina. Dobro je poznato da formiranje dugoroéne memorije zahteva sintezu
proteina (Squire i Davis, 1981). Stoga, obzirom na vaznu ulogu mTORCI1 u kontroli sinteze proteina,
nije iznenaduju¢e da inhibicija mTORCI1 rapamicinom blokira formiranje dugorocne memorije
(Bekinschtein i sar., 2007; Belelovsky i sar., 2009; Blundell i sar., 2008; Deli i sar., 2012; Gafford i
sar., 2011; Glover i sar., 2010; Halloran i sar., 2012; Jobim i sar., 2012; Parsons i sar., 2006;
misevima, gde je pokazano da i konsolidacija i rekonsolidacija memorije bivaju blokirane primenom
nizih koncentracija rapamicina, direktno povezujuéi dejstvo rapamicina na memoriju sa mTOR
signalizacijom (Stoica i sar., 2011).

Muzjaci RODR i KODR grupe stari 18 meseci, kod kojih je uocena inhibicija mTORCI
signalizacije, uprkos uoc¢enim benefitima DR na stepen krhkosti i dugovec¢nost, nisu pokazali bolji
rezultat u testu kratkotrajne i dugotrajne memorije. Nasuprot ovim promenama, u hipokampusu i kori
velikog mozga 24-mese¢nih muzjaka KODR grupe uoceno je povecanje stepena fosforilacije Akt na
Thr308 u hipokampusu i mTOR na Ser2448 u hipokampusu i kori velikog mozga, koje je bilo praceno
i povecanim stepenom fosforilacije p70 S6K u hipokampusu. lako ovi rezultati ukazuju na povisenu
sintezu proteina u ispitivanim strukturama, ova grupa imala je najlo$iji rezultat u kognitivnim
testovima. Hiperaktivacija mTOR signalnih puteva uocena je i tokom fizioloSkog starenja muzjaka
sa slobodnim pristupom hrani, iako je ova promena bila izraZenija kod 18 meseci starih nego kod 24
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meseca starih zivotinja. I u drugim studijama detektovana je poviSena proteinska ekspresija
sinapti¢kih i dendritskih markera kao §to su PSD-95 (engl. Postsynaptic density protein-95),
sinaptofizin, MAP2, (engl. Microtubule-associated protein 2), i N-kadherin. koja je bila u korelaciji
sa losijim kognitivnim statusom (Baazaoui i sar., 2017; Barbosa-Silva i sar., 2022; Laszl6 i Lele,
2022; Preissmann i sar., 2012). Povisena ekspresija presinapti¢kih proteina sinaptofizina, GAP43,
alfa-sinukleina i postsinaptickog proteina PSD-95 uocena je u kori velikog mozga 24 meseca starih
muzjaka Wistar pacova, izlozenih tromese¢nom rezimu DR, iako nivo iRNK nije bio povisen
(Prvulovic i sar., 2024). Povisena ekspresija sinaptickih markera moze ukazivati na promene u
sinapti¢koj plati¢nosti, koja se moze javiti u slu€aju nutritivnih intervencija u kojima sistem stalno
tezi kompenzatornoj promeni. Po uspostavljanju funkcionalnih sinapsi ekspresija sinapti¢kih proteina
se smanjuje dok se u slucaju neadekvatne sinapticke aktivnosti ekspresija proteina i1 dalje povecava u
pokuSaju da se nadomesti manjak funkcionalnih sinapsi. Takode, u fizioloSkim uslovima, viSak
sintetisanih proteina koji ne doprinosi funkcionalnosti sinapsi podleze degradaciji, dok izlaganje
stresu poput kasno uvedene DR, dovodi do povecanja nivoa proteina u celiji, verovatno usled
izmenjene funkcije sistema za degradaciju proteina, izmedu ostalog smanjenog procesa autofagije
¢ija je funkcija inhibirana u slu¢aju hiperaktivacije mTORCI signalnog puta koja je uocena kod 24-
mesecnih muzjaka KODR grupe. Naravno, treba imati na umu da sinapti¢ka plasticnost predstavlja
slozen proces 1 nije regulisana samo aktivnos¢u mTORCI1 signalnog puta. Aktivnost mTORC1
obezbeduje proteine neophodne za sinapticku plasticnost dok su dodatni mTORC1 nezavisni signalni
putevi neophodni za formiranje plasti¢nosti (Graber i sar., 2013). Drugim re¢ima, iako je pokazano
da ¢e uvodenje DR dovesti do povecanja ekspresije sinaptickih proteina, dodatni mehanizmi,
neophodni za uspostavljanje sinapti¢ke plasti¢nosti, nisu pozitivno regulisani ovom intervencijom.

Uprkos uocenom smanjenju fosforilacije Akt na Thr308 i mTOR na Ser2448 u kori velikog
mozga 18 meseci starih zenki podvrgnutih rezimima DR, u hipokampusu nije detektovano smanjenje
fosforilacije Akt na Thr308 kao i mTOR na Ser2448, dok je fosforilacija nishodnog supstrata p70
S6K na poziciji Ser434 bila povisena. Upravo kod ove dve grupe 18-mesecnih zenki, RODR i KODR,
uocen je ocuvan memorijski odgovor u gore pomenutom testu prepoznavanja novog predmeta.
Ponovo, jedno od mogucih objasnjenja uocenih polnih razlika moze biti vezano za estrogene, odnosno
mogucnost da se protektivni uticaj DR odvija kroz promenu estrogenske signalizacije i posledi¢ne
regulacije sinapticke plasticnosti (Tuscher i sar., 2016). U studiji autora Veder i saradnika, povisen
nivo E2 poboljsao je sinapti¢ku plasti¢nost i memoriju, i stimulisao proces dugotrajne potencijacije
(Vedder i sar., 2013) koji je doprineo boljim rezultatima u kognitivnim zadacima oslonjenih na
funkciju hipokampusa. Poznato je da spinogeneza zahteva sintezu proteina a brzina kojom egzogena
primena E2 reguliSe spinogenezu implicira da se sinteza proteina odvija mehanizmima za lokalnu
sintezu proteina na nivou samih dendrita, koja je regulisana mTOR signalizacijom (Hoeffer i Klann,
2010). lako je inhibicija mTOR signalnog puta povezana sa brojnim benefitima DR, moguce je da je
pozitivna regulacija mTOR od strane estrogena zapravo odgovorna za izostanak inhibicije mTOR u
hipokampusu Zenki pod dejstvom DR i posledi¢no regulisanu dugotrajnu sinapti¢ku potencijaciju,
koja je odgovorna za bolji memorijski odgovor zenki u zadacima za procenu deklarativne memorije
u odnosu na muzjake.

Tokom starenja je kod zenki detektovan trend smanjenjafosforilacije ispitivanih proteina, sa
izuzetkom fosforilisane forme Akt na Ser473 ¢iji je nivo bio povisen u hipokampusu i kori velikog
mozga 18-mesecnih i 24-mesecnih Ad libitum hranjenih zZivotinja. Kako nivo fosforilacije mTOR na
Ser2481 nije bio povisen u ovim eksperimentalnim grupama, uocena fosforilacija Akt verovatno je

regulisana nekom drugom kinazom (Sarbassov i sar., 2005).

Hiperaktivacija sinteze proteina zavisne od mTORC1 u mozgu tokom starenja moze dovesti
do akumulacije inkluzionih tela povezanih sa neurodegenerativnim bolestima kao Sto su
Alchajmerova, Hantingtonova i Parkinsonova bolest. U ovom kontekstu, inhibicija mTORC1 moze
imati protektivni efekat blokiranjem translacije proteina i podsticanjem autofagije (Bové i sar., 2011,
Laplante i Sabatini, 2012). Medutim, dugotrajna ili prekomerna inhibicija sinteze proteina zavisne od
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MTOR-a moZe narusiti Sposobnost u¢enja i pamcenja. Stoga je precizna regulacija aktivnosti mTOR-
a, kako bi se izbegla hipo- ili hiperaktivacija, neophodna za optimalnu kognitivnu funkciju tokom
celog zivota.

Diskrepanca u ponaSajnom odgovoru medu polovima uocena je i iz rezultata dobijenih u
testovima za procenu ponaSanja nalik anksioznom. PonaSanje nalik anksioznom u ovoj studiji
procenjivano je testom otvorenog polja i testom svetlo tamne kutije.

Medu oskudnim studijama o uticaju DR na ponaSanje nalik anksioznom ima kontradiktornih
tvrdnji. Kratkotrajna DR (do deset dana) u kojoj je zivotinjama hrana bila dostupna 2 sata dnevno
rezultovala je smanjenjem ponasanja nalik anksioznom kod odraslih muzjaka pacova, a efekat ovog
rezima ishrane zadrzao se i nakon vra¢anja na AL unos Kkalorija (Inoue i sar., 2004). Druge studije
pokazale su da kratkotrajna primena DR na nacin da se Zivotinje odrzavaju na 85% svoje prvobitne
telesne mase, a u trajanju od 7 dana, ima polno specifi¢ne efekte na stepen anksioznosti, delujuci
anksioliti¢ki kod adultnih muzjaka, ali ne i zenki (Genn i sar., 2003). Ista grupa autora pokazala je da
sedmodnevna restrikcija hrane dovodi do smanjenja ponasanja nalik anksioznom kod Zenki, ukoliko
se uvede u adolescentnom periodu (Genn i sar., 2003). Autori koji su ispitivali efekat dugotrajne DR
pokazali su variranja u zavisnosti od vremena pocetka DR: uvodenje DR 28. postnatalnog dana
dovelo je do toga da je kod muzjaka pacova ponasanje nalik anksioznom bilo izrazeniji (Jahng i sar.,
2007), dok je uvedena sa 3 meseca starosti DR rezultovala smanjenom anksioznos$¢u (Levay i sar.,
2007). Podaci iz navedenih studija sugeriSu da starost jedinke u trenutku implementacije DR moze
imati klju¢nu ulogu u efektima DR na anksioznost.

U ovoj studiji je, primenom testa otvorenog polja i testa svetlo tamne kutije, uo¢eno da tokom
starenja slobodno hranjeni muzjaci ispoljavaju ponasSanje nalik anksioznom. Ispoljavanje ponasanja
nalik anksioznom zabelezeno je u oba testa 1 kod muzjaka izlozenih tromese¢noj DR bez obzira na
vreme pocetka. Za razliku od muzjaka, kod Zenki sa starenjem ne dolazi do povecane anksioznosti
pri slobodnom pristupu hrani. Stavise, 24-mese¢ne Zenke AL grupe imale su znac¢ajno veéi broj
ulazaka i duze vreme provedeno u centralnom delu arene testa otvorenog polja u poredenju sa 6-
mese¢nim AL zenkama. Takode, za razliku od muZzjaka, efekat DR na ponaSanje nalik anksioznom
se kod zenki razlikovao u zavisnosti od vremena pocetka, te je pretezno protektivan efekat DR uocen
kod 18 meseci starih zenki, bilo da se radilo o dugotrajnoj ili kratkotrajnoj DR, kao i kod 24 meseca
starih Zenki na dugoj dijeti sa ranim pocetkom. Medutim, slicno muZjacima, i kod Zenki je uoceno
pogorsanje stepena anksioznosti pod uticajem kratke dijete primenjene u kasnom zivotnom dobu.
Negativan efekat kasno otpocete kratkotrajne DR bio je dakle prisutan kod oba pola.

lako je u brojnim studijama pokazano da kod pacova tokom starenja dolazi do pogor$anja u
ispoljavanju ponasanja nalik anksioznom (Frussa-Filho i sar., 1991; Sotoudeh i sar., 2020) novije
studije isticu postojanje polnih razlika, budu¢i da muzjaci pokazuju visi stepen anksioznosti tokom
starenja u poredenju sa zenkama (Domonkos i sar., 2017; Renard i sar., 2005; Scholl i sar., 2019),
verovatno usled starosno zavisnog smanjenja endogene produkcije testosterona. Uloga testosterona u
regulaciji anksioznosti potvrdena je u studijama koje su pokazale da je ispoljavanje ponasanja nalik
anksioznom kod muzjaka uoceno kako tokom starenja, tako i kao posledica orhiektomije (Edinger i
Frye, 2006). Dodatno su autori ove i drugih studija pokazali da suplementacija testosteronom ima
anksioliticka svojstva kod orhiektomisanih muzjaka (Carrier i sar., 2015; Edinger i Frye, 2006;
Khakpai, 2014). lako je pokazano da kod ovariektomisanih Zenki takode dolazi do pogorSanja u
ponasanju nalik anksioznom, stare intaktne Zenke pokazivale su isti stepen anksioznosti kao mlade
kontrole (de Chaves i sar., 2009). Zanimljivo je da su stare zenke u istoj studiji imale gotovo identi¢an
nivo, odnosno stepen smanjenja cirkuliSuceg E2 kao ovariektomisane Zenke, $to je u ovoj studiji
dovelo do zakljucka da starosno zavisno Smanjenje nivoa cirkuliSuc¢ih estrogena ne utiCe na
ispoljavanje ponasanja nalik anksioznom (de Chaves i sar., 2009). U prirodnim uslovima, Zenke
provode viSe vremena u stanju opreznosti i pripravnosti kako bi osigurale prezivljavanje, kako
sopstveno tako i1 potomstva. Ovakav evolutivni pritisak moze biti uzrok generalno viSeg stepena
opreznosti ali i anksioznosti kod Zenki tokom reproduktivne zrelosti, koja se u slucaju laboratorijskih
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glodara manifestuje kao ponasanje nalik anksioznom, te tokom starenja ne dolazi do pogorSanja
kakvo se uocava kod muzjaka.

Anksioliticki efekat primene dugotrajne restrikcije hrane kod muzjaka pacova uocen je u vise
studija (Govic i sar., 2022; Kenny i sar., 2014; Levay i sar., 2007; Toufexis i sar., 2016). Ipak, treba
uzeti u obzir da je u navedenim studijama redukcija unosa hrane iznosila izmedu 20 1 25%, dok je u
ovoj studiji smanjenje iznosilo 40%. Efekat veceg procenta restrikcije hrane ispitivan je u prethodno
pomenutoj studiji autora Levay i saradnika, gde je pokazano da hroni¢na, rano uvedena redukcija
hrane od 50% pojacava ponasanje nalik anksioznom. Pored postoje¢ih podataka koji pokazuju da
primena DR moze dovesti do povecanja nivoa kortikosterona (Chacon i sar., 2005; Levay i sar.,
2007), vise nezavisnih grupa autora iznelo je tvrdnju da restrikcija unosa hrane dovodi do
hiperaktivacije HHA osovine (Grayson i sar., 2014; Jahng i sar., 2007; Seimon i sar., 2013) jedne od
najces¢ih promena u osnovi poremecaja raspolozenja kakva je anksioznost (pregledni radovi
Faravelli i sar., 2012; Risbrough i Stein, 2006).

Anksioliticki efekat DR kod Zenki je pak pokazan u vise studija baziranih na ponaSajnom
odgovoru zenki pacova u testu otvorenog polja i testu uzdignutog krstastog lavirinta (Genn i sar.,
2003; Toufexis i sar., 2016). Efekat DR razlikovao se medu razliitim starosnim grupama,
impliciraju¢i da kod Zenki, kao 1 muzjaka, DR svoj efekat na ponasanje nalik anskioznom ostvaruje
U sprezi sa starosno zavisnim promenama koncentracija cirkuliSuéih polnih hormona (Genn i sar.,
2003). U svojoj studiji, Kampos i saradnici uoéili su da je restrikcija hrane od 60% imala anksiogeni
efekat kod adultnih Zenki, koji je poniStavala administracija E2 ili agonista § receptora za estrogene,
pokazujuci da je smanjeni nivo estrogena u osnovi anksiogenog efekta DR (Campos i sar., 2019).
Uloga E2 u regulaciji ponaSanja nalik anksioznom uocena je i u nekoliko drugih studija, u kojima je
kako sistemska tako i lokalna administracija E2 kod ovariektomisanih Zenki pacova imala
anksioliti¢ki efekat (Daendee i sar., 2013; Frye i Walf, 2004; Koss i sar., 2004; Pandaranandaka i sar.,
2006).

Gore pomenute studije na muzjacima, zajedno sa ovde prezentovanim podacima o promenama
detektovanim kod oba pola, ukazuju na kljuénu ulogu stepena restrikcije hrane na stepen anksioznosti.
Iz rezultata se moze zakljuciti da postoji opseg umanjenja unosa kalorija koji moze biti blagotvoran
kada je u pitanju ponaSanje nalik anksioznom, ali da restrikcija van tog opsega moze imati i negativne
efekte na anksioznost. Prekomerna DR moZe dovesti do gubitka masnog tkiva koje sa sobom povlaci
gubitak funkcije polnih zlezda i hormona. Kako je holesterol prekursor estrogena, smanjenje nivoa
holesterola uoc¢eno kod zivotinja podvrgnutih 60% DR (de Souza i sar., 2015) takode moze biti uzrok
smanjenja nivoa estrogena (Campos i sar., 2019). Iz prilozenih rezultata moze se zakljuciti da su,
kada je u pitanju ponaSanje nalik anksioznom, zenke imale bolju toleranciju na restrikciju hrane od
40%, nego muzjaci. Uzevsi u obzir podatke iz postojece literature, moguce je da bi u slu¢aju manjeg
stepena restrikcije protektivni efekat DR bio prisutan kod oba pola.

Mehanizmi koji leZze u osnovi efekata DR na ponaSanje nalik anksioznom nisu u potpunosti
razjaSnjeni. Medutim, poznato je da, zajedno sa glutamatskim i GABA sistemima, dopaminski sistem
ima znacajnu ulogu u kontroli anksioznog ponasanja (Zarrindast i Khakpai, 2015). Istovremeno,
dopaminski sistem je povezan sa energetskom homeostazom, i moze biti modulisan dijetalnom
restrikcijom (Kenneth D. Carr, 2007; Zhen i sar., 2006), i posredovati u metaboli¢kim benefitima
dijetalne restrikcije (de Leeuw van Weenen i sar., 2011). Iz postojece literature poznato je da je
smanjeni unos hrane povezan sa smanjenim nivoom dopamina u hipotalamusu, hipokampusu i
dorzalnom strijatumu, dok je, s druge strane, povecanje sadrzaja dopamina u hipotalamusu usled DR
dovelo do hiperaktivnosti zivotinja (pregledni rad Kontis i Theochari, 2012).

Odredivanje ekspresije dopaminskih receptora predstavlja indirektan nacin za procenu
dopaminske signalizacije u mozgu. Obzirom da su D1 i D2 receptori najzastupljeniji dopaminski
receptori u mozgu (Baik, 2013) u ovoj studiji su uzeti kao predstavnici svojih klasa receptora.U
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prethodnim studijama potvrdena je uloga DIR i D2R u regulaciji ponasSanja nalik anksioznom (K. D.
Carr, 2007; Carr i sar., 2001; Carr i sar., 2003; DeGroot i sar., 2020; Fernandes i sar., 2021; Gallardo
i sar., 2014; Nikolaus i sar., 2010) kao i veza izmenjenog unosa hrane sa promenom u ekspresiji ovih
receptora (Adams i sar., 2015; Alsi0 i sar., 2010; Huang i sar., 2006).

Dok je tokom starenja ekspresija D1 i D2 receptora bila stabilna ili ¢ak u porastu u kori velikog
mozga 1 strijatumu muzjaka, kod Zenki je to bio sluaj samo sa D2R i to u svim ispitivanim
strukturama, dok je ekspresija D1R pokazivala trend smanjenja. Kako tokom starenja dolazi do
smanjenja sadrzaja dopamina (Haycock i sar., 2003), narocito u strijatumu (Diao i sar., 1997) i kori
velikog mozga (Del Arco i sar., 2011), poveéana ekspresija gena za DIR i D2R na nivou iRNK i
proteina verovatno predstavlja kompenzatorni mehanizam sistema koji pokusava da iskoristi sav
raspolozivi dopamin.

Povecana ekspresija obe klase receptora uocena je i u strijatumu 18 meseci starih muzjaka
podvrgnutih restrikciji hrane, bez obzira da li je DR trajala 12 ili 3 meseca , kao i u strijatumu i
srednjem mozgu 24-mese¢nih muzjaka RODR grupe. Dok su se kod muzjaka obe klase receptora
menjale pretezno istim trendom, kod Zenki na DR je uocen trend smanjenja ekspresije D1R, ali
povecanja ekspresije D2R. [zuzetak je uo€en u kori velikog mozga 18-mesecnih zenki RODR grupe,
kod kojih je zabelezena povecana ekspresija oba tipa receptora. Generalno, trend povecanja ekspresije
D2R u svim ispitivanim strukturama uocen je kod istih grupa zenki kod kojih je uoceno smanjenje
anksioznosti, odnosno kod 18-mese¢nih zenki RODR, KODR i 24-mese¢nih zenki RODR grupe.

Nazalost, iz uocenih rezultata u ovoj studiji nije moguce izvesti jasan zakljuc¢ak o korelaciji
izmedu anksioznosti 1 ekspresije dopaminskih receptora, jer promene u ponaSanju nisu dosledno
povezane sa promenama ekspresije D1R i D2R. Ipak, rezultati ukazuju na to da su dopaminski putevi
osetljivi na redukovani unos kalorija. Strukturna slozenost dopaminskog sistema, sa neuronima u
specificnim regijama mozga i njihovim projekcijama ka mnogim drugim regijama, mogla bi biti jedan
od glavnih uzroka odredene neuskladenosti primecene izmedu ekspresije gena za dopaminske
receptore na nivou iRNK i proteina. Razlika u ekspresiji gena na nivou iRNK i proteina uocena je i u
ranijim istrazivanjima ove laboratorije (Mladenovic Djordjevic i sar., 2010; Mladenovic Djordjevic i
sar., 2014) i nije izuzetak, s obzirom na to da znacajan broj gena pokazuje znatnu razliku u ekspresiji
izmedu transkriptoma i proteoma (Wu i sar., 2020). Ova pojava je narocito izraZzena u nervnom
sistemu (Wang i sar., 2019), gde nivo proteina u specificnoj regiji mozga moze biti zbir translacije
postojecih lokalnih iRNK 1/ili proteina distribuiranih iz drugih anatomski udaljenih regiona mozga.
Dodatno, odredena koli¢ina iRNK podleze procesu degradacije bez translacije, dok na ekspresiju
proteina mogu uticati posttranskripcioni i posttranslacioni procesi, $to sve zajedno moze izazvati
neslaganje u njihovim nivoima (Brion i Lutz, 2020; Di Liegro i sar., 2014).

Kako bi se u potpunosti razjasnila veza izmedu anksioznosti i DR na molekularnom nivou,
pored dopaminskog trebalo bi sagledati i promene u drugim relevantnim neurotransmiterskim
sistemima, poput serotoninskog i noradrenalinskog, kao i njithove medusobne interakcije u razli¢itim
mozdanim strukturama (Portero-Tresserra i sar., 2020; Zarrindast i Khakpai, 2015), narocito u
hipokampusu (Jimenez i sar., 2018; Loh i sar., 2017; Wang i sar., 2019). lako bi sveobuhvatnija
studija mogla ukazati na specific¢nije efekte DR na ponasanje nalik anksioznom, rezultati predstavljeni
u sklopu ove teze pokazuju da DR uti¢e na nivo anksioznosti i ekspresiju dopaminskih receptora na
nacin specifi¢an za starost, trajanje i regiju mozga.

Podaci dobijeni u ovoj tezi pokazali su da starost jedinke u trenutku uvodenja DR i pol imaju
odlu¢ujucu ulogu u determinisanju efekata DR, vise nego duzina trajanja DR. Prethodne studije iz
ove laboratorije pokazale su da je period izmedu 18. i 21. meseca kod glodara, period povisene
osetljivosti, kada dolazi do ispoljavanja negativnih posledica starenja, koje ukljucuju morfoloske 1
funkcijske promene nervnog sistema, izmenjenu ekspresiju sinaptickih proteina GAP 43, sinaptofizin
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i alfa-sinuklein i narusenu homeostazu holesterola u mozgu (Mladenovic Djordjevic i sar., 2010;
Mladenovic Djordjevic i sar., 2014; Smiljanic i sar., 2014). I u studijama drugih autora isti¢e se da
postoji stepen razvoja ili stadijum starenja nakon kog uvodenje DR vise ne moze da produzi zivotni
vek (Vaughan i sar., 2017).

Osim klju¢ne uloge koju na ishod DR imaju duzina trajanja i stepen restrikcije, fizioloski
parametri, tj. zdravstveni status jedinke, znac¢ajno moze uticati na ishod DR (Ingram i de Cabo, 2017;
Mattson, 2014; Villareal i sar., 2006). Genetika i pol takode mogu modulisati efekat DR (Mitchell i
sar., 2016). Naime, pojedini inbredovani sojevi bolje reaguju na DR kada su u pitanju produzetak
zivotnog veka i zdravog dela zivota dok je kod drugih sojeva ovaj efekat manje izrazen (Mitchell i
sar., 2016).

Tokom fizioloSkog starenja, muzjaci i Zenke Wistar pacova u ovoj studiji pokazivali su
razli¢ite promene kada su u pitanju unos hrane, energetska potro$nja 1 telesna masa. Zbog toga je i
DR imala razli¢ite efekte na stepen prezivljavanja i1 parametre krhkosti kod odredenih
eksperimentalnih grupa. Dugotrajna DR sa ranim pocetkom pokazala se efikasnom u odlaganju
starosno zavisnih promena koje doprinose povecanju stepena krhkosti kod 18 meseci starih Zivotinja
oba pola, iako se ovaj efekat odrzao 1 do 24. meseca kod Zenki, dok kod muzjaka ove starosti viSe
nije bio uocljiv. Iznenadujuce, kod oba pola, KODR uvedena sa 15 meseci zivota rezultovala je
prezivljavanjem Zivotinja od 100%, kao 1 indeksom krhkosti manjim od onog uocenog kod 18-
mesecnih zivotinja AL grupa i RODR grupa, pokazuju¢i da DR kraéeg trajanja ima potencijal da
umanji odredene starosno zavisne promene ukoliko je uvedena na vreme. Ve¢ je pomenut podatak iz
literature da Zenke tokom starenja pokazuju bolji lipidni profil i toleranciju na glukozu nego muzjaci
(Quiros Cognuck i sar., 2020). U studiji Mitchell i saradnika najbolji stepen prezivljavanja pokazan
je kod miSeva koji su imali ouvan nivo masnog tkiva tokom druge godine Zivota, sugeriSuci da
postoji minimalan nivo adipoziteta u organizmu koji je neophodan da bi organizam imao maksimalni
benefit DR kao i da masno tkivo ima vaznu ulogu u metabolickoj regulaciji u uslovima DR (Mitchell
i sar., 2016). U prilog ovome ide i podatak da dugoziveéi sojevi miSeva, kao $to su patuljasti sojevi
Ames i Snell, imaju blago povisen procenat masnog tkiva iako su sitnijeg rasta u odnosu na kontrole
divljeg soja iz istog okota (Mitchell i sar., 2016). Mozemo pretpostaviti da su manja telesna masa i
rezerve masnog tkiva kod Zenki pri slobodnim pristupu hrani rezultovale ve¢om smrtno$¢u u odnosu
na muzjake pri uvodenju KODR u 21. mesecu zivota, iako ni kod jednog pola nije uocen veci indeks
krhkosti u odnosu na AL kontrolu.

Bitno je naglasiti i da koristan efekat DR uocen na odredenom aspektu zdravlja ne znac¢i nuzno
i univerzalnost korisnih efekata DR. Na primer, u studiji Ouellette i saradnika (Ouellette i sar., 2022)
pokazano je da je dugotrajna restrikcija hrane od 40% dovela do pogorSanja performansi u dva
kognitivna testa ponasanja kod DO Zenki miSeva (engl. Diversity Outbred, DO). Ovakav rezultat
naveo je autore na zakljucak da uprkos pozitivnom efektu DR na duZinu Zivotnog veka i zdravog dela
zivotnog veka, efekat na kognitivne sposobnosti moze biti negativan medu populacijom koja je
raznovrsna u smislu opsteg stanja organizma.

U ovoj disertaciji pokazano je da 40% dijetalna restrikcija dovodi do poboljSanja u testovima
ponasanja za procenu kognitivnih funkcija i ponaSanja nalik anksioznom kod Zenki, bez obzira na
duzinu trajanja DR. Naime, kod 18-mese¢nih zenki RODR 1 KODR grupe, uocena je poboljSana
habituacija u testu otvorenog polja, oCuvanost memorije u testu prepoznavanja novog predmeta ali i
manji stepen anksioznosti u testu otvorenog polja i testu svetlo-tamne kutije. Istovremeno, kod ovih
zenki nije uoceno o¢ekivano smanjenje aktivacije mTOR signalizacije u hipokampusu i kori velikog
mozga kao relevantnim mozdanim strukturama uklju¢enim u vise kognitivne funkcije. Pod dejstvom
rano otpocete DR kod muzjaka nije uo¢eno poboljSanje u memorijskom odgovoru kao ni u ponasanju
nalik anksioznom dok je na molekularnom nivou, kod muzjaka uocena smanjena aktivacija mTOR
signalnog puta u ispitivanim strukturama. lako je mnogo puta potvrden protektivni efekat inhibicije
mMTOR signalnog puta, ovde prikazani rezultati isticu znacaj uspostavljanja balansa, odnosno
postizanja optimalnog nivoa inhibicije mTOR signalizacije kako bi se ostvario maksimalni pozitivni
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efekat. Tako inhibicija mTOR generalno doprinosi dugovecnosti usled aktivacije procesa autofagije i
regulacije proteostaze, hroni¢na inhibicija moZe znacajno narusiti funkcije koje zahtevaju visok
stepen sinteze proteina, poput formiranja i rekonsolidacije memorije. Protektivna uloga estrogena,
verovatno je bila razlog izostanka inhibicije mTOR signalizacije u hipokampusu Zenki, i o¢uvanosti
njihovog memorijskog odgovora.

Bolji rezultati uoceni u pretezno svim ispitivanim parametrima kod zenki, ponaSajnim i
molekularnim, verovatno su posledica pozitivnog efekta DR na estrogensku signalizaciju, odnosno
ocuvanja njene intaktne funkcije tokom starenja. Takode, moguce je da muZzjaci i zenke pokazuju
razli¢itu osetljivost kada je u pitanju stepen DR, i da bi pozitivan efekat bio uocljiv i kod muzjaka u
slu¢aju manjeg procenta redukcije hrane.

Negativan efekat dijetalne restrikcije sa kasnim pocetkom registrovan je kod oba pola, i
odraZavao se na gotovo sve ispitivane parametre. Ovakav rezultat ukazuje na postojanje vremenskog
okvira kada je moguce uvesti DR kako bi se postigao maksimalni benefit. Nakon ovog perioda,
nezavisno od pola, primena dijetalne restrikcije gubi potencijal da zaustavi, spreci ili neutraliSe
negativne posledice starenja, a neretko moze dovesti do dodatnih pogorSanja.

Ovakvi rezultati isti€u znacaj praktikovanja umerene dijetalne restrikcije tokom celog Zivota,
1 njenog blagotvornog dejstva na brojne aspekte starenja. Istovremeno, uo¢ene negativne posledice
primene DR kod starih Zivotinja oba pola pozivaju na oprez kada je u pitanju uvodenje DR kod stare
populacije.

CALERIE studija, naro¢ito CALERIE 2, predstavlja prekretnicu u razumevanju efekta
primene DR na tok starosno zavisnih promena kod ljudi. Iako je vec¢ina studija usmerena na primenu
DR kod mladih ili sredovecnih osoba koje imaju normalnu ili povecanu telesnu masu, implikacije za
stariju populaciju su posebno znacajne, s obzirom na njihovu osetljivost. Primena DR kod starijih
osoba nosi sa sobom znacajne izazove. FizioloSke promene Koje prate starenje, poput smanjenja
misiéne mase, gustine Kostiju i energetskih rezervi, mogu predstavljati rizik za uvodenje DR, koja bi
mogla dodatno pogorsati neka od ovih stanja. DR kod starijih osoba mora biti optimizovana kako bi
se uspostavila ravnoteza izmedu smanjenja unosa kalorija i adekvatnog unosa nutritijenata, naro¢ito
proteina, kalcijuma i vitamina D. Pored toga, praktikovanje restriktivnog rezima ishrane moze biti
izazov za starije osobe sa psiholoskog i socijalnog aspekta. Buduca istrazivanja primene DR kod
starije populacije trebala bi biti usmerena na intervencije koje su bezbedne i prakticne za ovu
demografsku grupu kao $to su reZimi sa manjim stepenom restrikcije ili razli¢iti oblici povremenog
gladovanja, koji mogu imati neke od metabolickih i antiinflamatornih benefita svakodnevne DR.
Takode, kombinovanje DR sa umerenom fizickom aktivnoséu moglo bi smanjiti rizik od gubitka
miSi¢ne mase i poboljSati ishod primene DR. Sprovodenje DR kod starije populacije mora biti
pazljivo planirano i pod nadzorom stru¢nog lica, uz temeljnu procenu potencijalnih benefita 1 rizika,
sa osvrtom na krhkost, zdravstveno stanje i zivotne navike pojedinca.

125



6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja i dobijenim rezultatima ispitivanja uticaja starenja i
dijetalne restrikcije razli¢itog pocetka i duzine trajanja (RODR i KODR) kod muzjaka i Zenki Wistar
pacova oba pola, izvedeni su sledeci zakljucci:

1.

Pri slobodnom pristupu hrani tokom starenja, zenke su imale veci stepen prezivljavanja u
odnosu na muzjake. Dugotrajna dijeta otpoceta sa 6 meseci smanjila je smrtnost u starosnim
taCkama od 18 1 24 meseca kod oba pola. Kratkotrajna dijeta je takode smanjila smrtnost kod
18 meseci starih zivotinja oba pola, dok se kod 24 meseca starih pacova efekat KODR
razlikovao u zavisnosti od pola: kod muzjaka je uofena manja smrtnost u odnosu na AL
kontrole, dok je kod Zenki uo¢ena veéa smrtnost.

Tokom starenja pri slobodnom pristupu hrani doslo je do povecanja unosa hrane i zna¢ajnog
povecanja telesne mase muzjaka dok se kod zenki unos hrane smanjivao tokom starenja uz
manji prirast telesne mase. U slu¢aju RODR, kod muzjaka je uo¢eno smanjenje telesne mase
tokom prva tri meseca nakon uvodenja dijete, dok je kod Zenki ovo smanjenje bilo diskretnije
1 najuocljivije u prvom mesecu. KODR uvedena kod 15-mesecnih zivotinja dovela je do
sli¢cnog obrasca promena kod oba pola. Kod 21 mesec starih muzjaka KODR grupe je telesna
masa padala tokom ¢itavog trajanja rezima dok kod Zenki nakon gubitka teZine u prvom
mesecu nije dolazilo do daljih promena.

Tokom starenja je uo¢eno povecéanje indeksa krhkosti kod zivotinja oba pola pri slobodnom
pristupu hrani. Kod 18 meseci starih zivotinja oba pola primena DR je dovela do smanjenja
stepena krhkosti bez obzira da li se radilo o KODR ili RODR. Pozitivan efekat RODR na
stepen krhkosti bio je uo€ljiv i kod 24 meseca starih Zenki, ali ne i kod muzjaka. Nasuprot
RODR, KODR otpoceta u 21. mesecu nije umanjila stepen krhkosti pacova ni kod jednog
pola.

Kori$¢enjem testa otvorenog polja pokazano je da je neasocijativna prostorna memorija
ocuvana tokom starenja kod zenki pacova sa slobodnim pristupom hrani, odnosno Zivotinje
su pokazivale normalnu habituaciju.

Normalna habituacija je bila prisutna je i kod 18 1 24 meseca starih Zenki RODR grupa i 18
meseci starih zenki KODR grupe. Kod zivotinja kod kojih je KODR rezim ishrane uveden u
21. mesecu starosti odsustvo normalne habituacije je ukazivalo na naruSenu prostornu
memoriju.

Koris¢enjem testa prepoznavanja novog predmeta su uocene znacajne polne razlike u procesu
formiranja kratkotrajne i dugotrajne memorije, tokom starenja i pod rezimima DR. Dok je
kod zenki sa slobodnim pristupom hrani uoceno starosno zavisno pogorSanje kratkotrajne 1
dugotrajne memorije, kod muzjaka razliCitth starosnih grupa nije bilo razlike u
prepoznavanju novog predmeta.

Takode, kod muzjaka nije detektovan znaajan uticaj DR na sposobnost prepoznavanje
novog predmeta. lzuzetak su bili 24-mese¢ni muzjaci KODR grupe kod kojih je uoceno
pogorsanje u dugotrajnoj memoriji, a isti efekat je detektovan i kod Zenki iste starosti na
KODR rezimu. Nasuprot tome, u 18. mesecu zivota je kod Zenki uocen protektivan efekat
RODR i KODR na kratkotrajnu i dugotrajnu memoriju.

Kod muzjaka sa slobodnim pristupom hrani starenje je dovelo do ispoljavanja ponasanja nalik
anksioznom. Dijetalna restrikcija, bez obzira na vreme uvodenja i duzinu trajanja, je kod muzjaka
dovela do daljeg pogorSanja parametara anksioznosti oba testa. Kod Zenki, medutim, starenje nije
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dovelo do ispoljavanja ponasanja nalik anksioznom, ¢ak su 24 meseca stare zenke AL grupe
pokazivale smanjen stepen anksioznosti. Efekti dijetalne restrikcije na ispoljavanje ponaSanja
nalik anksioznom su zavisili od vremena uvodenja i trajanja DR, budu¢i da je kod 18-mesecnih
zenki RODR i KODR grupe i 24-mesecnih zenki RODR grupe ponasanje nalik anksioznom bilo
smanjeno, a kod 24 meseca starih Zenki KODR grupe povecano.

7. Kod AL hranjenih muZzjaka je ekspresija D1 i D2 dopaminskih receptora bila stabilna ili se

povecavala tokom starenja u kori velikog mozga i strijatumu, a kod zenki se povecavala samo
ekspresija D2R, dok je ekspresija D1R pokazivala trend smanjenja u svim ispitivanih
strukturama.
Dijetalna restrikcija je dovela do povecanja ekspresije obe klase dopaminskih receptora u
strijatumu i srednjem mozgu 18-mese¢nih muZzjaka, a isti trend je uocen i kod 24-mese¢nih
muzjaka. U istim mozdanim strukturama zenki iste starosti DR je izazvala tendenciju smanjivanja
ekspresije DIR u strijatumu i srednjem mozgu, a povecanja D2R, dok je kod 24-mesecnih zenki
uoceno samo povecanje ekspresije D2R u kori velikog mozga.

8. Tokom starenja je kod muzjaka mahom detektovano povecanje fosforilacije ispitivanih proteina,

dok je kod zZenki je tokom starenja generalano detektovano smanjenje fosforilacije ispitivanih
proteina, sa izuzetkom Akt Ser473.
Efekat rezima DR na ekspresiju i fosforilaciju signalnih proteina mTOR puta razlikovao se medu
polovima. Najznacajnije promene uocene su kod 18 meseci starih muzjaka RODR i KODR grupe,
kod kojih je detektovana smanjena aktivacija mTOR signalizacije u kori velikog mozga i
hipokampusu, kao i 24-mese¢nih KODR muzjaka kod kojih se mTOR signalni put aktivirao u
obe ispitivane strukture. Kod 18-mese¢nih zenki RODR i KODR grupe uocena je smanjena
aktivacija mTOR signalne kaskade u kori velikog mozga, ali ne i u hipokampusu.

Na osnovu prethodno navedenih pojedinac¢nih zakljuaka moze se izvesti opsti zakljucak, da je
dijetalna restrikcija koja predstavlja 60% normalnog dnevnog unosa hrane imala znacajan uticaj na stepen
krhkosti, motoricke i kognitivne sposobnosti zivotinja, kao i ispoljavanje ponasanja nalik anksioznom.
Uoceni efekat DR bio je posredovan, makar delimi¢no, modulacijom mTOR signalnog puta u
hipokampusu i kori velikog mozga. Ipak, uoceni efekti dijetalne restrikcije znacajno su se razlikovali kod
muzjaka i zenki, kao i u zavisnosti od vremena pocetka i duzine trajanja DR. Dijetalna restrikcija uvedena
u kasnoj zivotnoj dobi (21 mesec) pacova oba pola, imala je negativan efekat u skoro svim ispitivanim
aspektima, $to ukazuje na postojanje optimalnog vremenskog okvira za uvodenje DR, nakon koga rizici i
negativni efekti njene primene prevazilaze njene potencijalne benefite.
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Mpwnor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MoTnmncaHun-a Mwununua Mpsynosuh

6poj UHAEeKca 53012/2018

UsjaBmyjem
[a je AOKTOpPCKa gucepTaymja nos Hacn10BOM

YTruaj pexxmma CMakbeHOr YHOCA XPaHe Pa3/IMYMTOr Tpajakba Ha NoHawawe M MTOR curHaaHu NyTy Kopu
BE/IMKOr MO3ra U XMNOKaMMycy My»Kjaka U eHKku Wistar nauoBa TOKOM CTaperba

L4 pe3ynTat ConCcTrBeHOr UCTpa*KMBavKor paaga,

e [a npeasioXeHa AucepTaumja y LeNUHU HU Y AeN0BUMA Huje Buna npeanorKeHa 3a gobujarbe 6uno
Koje AMnaoMe Npema CTYANjCKUM NPOrpaMmmnma gpyrux BUCOKOLIKONCKUX YCTaHOBA,

® Ja Cy pe3ynTat KOPEKTHO HaBeaeHU U

® [a HMCaMm KpLMo/na ayTopcKa NpaBa U KOPUCTUO MHTENEKTYaNHy CBOjUHY APYr1X Anua.

Motnuc goKropaHaa

Y beorpaay, 24.02.2025.
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTMU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paga

Ume 1 npesume ayTtopa Mwununua Mpeynosuh
Bpoj nHgekca 563012/2018
CTyamjckm nporpam brnonorunja

Hacnos paga YTnuaj pexxmma CMaHeHOr YHOCa XpaHe pasIMYnTor Tpajakba HA NoHawawe n mTOR
CUIHAHW NYT Y KOPWU BEANKOI MO3ra U XMNOKaMNOyCy My»Kjaka 1 eHKku Wistar nauosa TOKOM CTapeHa

MeHTop __ap AnekcaHapa MnageHosuh

MoTnucaHun/a Mwuanua Npsynosuh

M3jaBmyjem Aa je wTamnaHa Bep3nja MOr AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA €/1eKTPOHCKO] BEp3uju Kojy cam
npeaao/na 3a ob6jas/buBarbe Ha nopTtany AurutanHor penosutopujyma YHusepsuteta y beorpagy.

Jo3BosbaBam fa ce objaBe MOju IMYHM NOAaLM Be3aHM 3a f06Mjatbe aKageMCKOT 3Batba AOKTOPA HayKa, Kao
LUTO CY UMe M Npe3nme, roamHa U mecto pohera U gatym ogbpaHe paga.

OBM INYHM NoJAUN MOTY ce 06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHULaMa AurMTanHe 6MbaMoTEKE, Y €N1EKTPOHCKOM
KaTasnory u y nybankaumjama YHuepsuteta y beorpagy.

MoTtnuc AoKTOpaHAA

Y beorpaay, _ 24.02.2025.
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemy

Osnawhyjem YHuBep3utTetcky 6ubnmnoteky ,Csetozap Mapkosuh” ga y [AUrMTanHu penosutopujym
YHuBep3uTeta y beorpaay yHece mojy AOKTOPCKY AucepTaLmjy No4 Hacl0BOM:

YTMuaj pexxnma CMatbeHOr YHOCA XPaHe Pa3/IMYMUTOr Tpajakba Ha NoHawakwe U MTOR curHanHu Nyt y Kopu
BE/IMKOr MO3ra 1 XMNOKaMMycy My»Kjaka M }eHKu Wistar naL,oBa TOKOM CTapera

KOja je moje ayTOpCKO aeno.

Ounceptaumnjy ca cBuMM npunosmMma npenao/na cam y eneKkTPOHCKOM ¢opmaTy MorogHoM 3a TpajHo
apxuBupatbe.

Mojy [OKTOPCKY aMcepTaunjy noxpareHy y AurutanHm penosutopmjym YHusepsuteta y beorpagy mory ga
KOpMCTe CBM KOju nowTyjy oapeabe cagprkaHe y ogabpaHom Tuny nnueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative
Commons) 3a Kojy cam ce ognyy4uno/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpPCTBO - HEKOMEpPLUUjaNHO
@AyTopCTBo — HeKkomepumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaHO — Ale/IUTU NOA UCTUM YCIOBMMA
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AeNUTU MO UCTUM YCI0BUMA

(Monnmo pa 3a0Kpy»KuUTe camo jeaHYy O WecT NoHyheHWx NMueHUM, KpaTaK OnucC NUUEeHUM AaT je Ha
nonehuHun nncra).

Motnuc goKropaHaa

Y beorpagay, 24.02.2025.
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1. AytopcTtBo - [J03BO/baBaTe YMHOKaBake, ANCTPUOYLMjY M jaBHO caonluTaBarbe Aena, U Npepase, ako ce
HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa WM AaBaola JIMLEHLE, YaK U y KomepumjaaHe
cBpxe. OBo je HajcnobogHWja 04 CBUX NIULLEHLA.

2. AyTOopCTBO — HEKOMepUUjanHo. [Jo3Bo/baBaTe YMHOXKaBake, ANCTPUDYLIN]Y 1 jaBHO caonLuTaBamke Aena, U
npepage, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oApeheH oA cTpaHe ayTopa MAuM daBaoua aAuueHue. OBa
JIMLEeHLa He [,03BO/baBa KOMepLnjanHy ynoTpeby gena.

3. AytopcTBO - HeKkomepumjanHo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe yMHOMKaBarbe, AMCTPUBYLMjY U jaBHO
caoniwuTaBarbe gena, 6e3 npomeHa, npeobiMKoBakba UM ynoTpebe Aena y CBOM ey, ako ce HaBeae ume
ayTopa Ha HayuH ogpeheH oA cTpaHe aytopa MAM gasaoula nuvueHue. OBa /MUeHLA He A03BO/baBa
KomepuujanHy ynotpeby aena. Y ofHoCy Ha CBe ocTasne NMLeHLe, 0BOM JINLLEHLLOM ce orpaHuyasa Hajsehu
06bum npaBa Kopuwhetrsa gena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEpUMjaNHO — AennTu nog WUCTUM  ycaoBuma. [lo3BosbaBaTe YMHOMKaBakbe,
AMCTpMbyumjy 1 jaBHO caonwiTaBakbe Aena, U npepase, ako ce HaBeae MMme ayTopa Ha HauyuH ogpeheH og,
CTpaHe ayTopa MAM AaBaola NLEHLE M aKo ce npepaga AnCTpubymnpa nog UCTOM UAN CANYHOM INLEHLLOM.
OBa nMueHLa He f,03BO/baBa KOMepLMjanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopcTtso — 6e3 npepage. [Jo3BosbaBaTe YyMHOXaBake, ANCTPUBYLMjY 1 jaBHO caonwTaBake aena, 6es
npomeHa, npeobnnKkoBakba MM ynotpebe aenay CBOm Aeny, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH
04, CTpaHe ayTopa uau Aasaoua nvueHue. OBa MLUeHLa A403B0/baBa KoMepunjaaHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - OennTh nog UCTuM ycrosuma. [Jo3BorbaBate yMHOXaBakwe, AUCTpUbyLmjy 1 jaBHO
caonwitaBawe ferna, u npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha Ha4uH oapefneH of cTpaHe ayTopa
UnNu gaeaoua nuuUeHLe 1 ako ce npepaga anctpubympa nog MCToM unu cnuyHom nuueHuom. Oea
nuueHua [f[o3BorbaBa komepuujanHy ynotpeby pgena m npepaga. CnmvyHa je copTBEPCKMM
nuueHuamMa, 04HOCHO NuLeHLama OTBOPEHOr Koaa.
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