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Redoks-metabolicka homeostaza u jetri, misi¢ima, depoima belog i mrkom masnom tkivu
tokom hronoloskog starenja pacova dugotrajno izlaganih niskoj temperaturi

SAZETAK

Starenje je dinamican bioloski proces karakterisan gubitkom strukturno-funkcijskog ustrojstva i
adaptivne plasti¢nosti organizma, pri ¢emu redoks-metabolicka regulacija predstavlja jedan od
klju¢nih aspekata ovog procesa. lako dugotrajna izlozenost niskoj temperaturi sredine kod glodara
izaziva slozene termoregulacione, redoks i metabolicke odgovore, njihov znacaj u kontekstu
promena povezanih sa starenjem i njihova tkivno-specifi¢na regulacija jo§ uvek nisu dovoljno
razjasnjeni. Cilj ove disertacije bio je da okarakteriSe redoks-metabolicko reprogramiranje tkiva
kljuénih za odrzanje energetske homeostaze u starenju, sa posebnim fokusom na uticaj hladnoce.
Morfo-funkcijski su analizirani jetra, skeletni misi¢ (m. gastrocnemius), mrko (BAT, eng. brown
adipose tissue) i belo masno tkivo (r'WAT i gWAT, eng. white adipose tissue) pacova uzrasta 3, 6 i
24 meseca koji su boravili na sobnoj temperaturi (22+1 °C) 1 na hladno¢i (4+1 °C, od 6. do 24.
meseca). Starenje na 22 °C bilo je praéeno strukturnim pojednostavljenjem BAT i jetre, smanjenjem
mase miSica i jetre, hipertrofijom WAT, slabljenjem antioksidativne odbrane u rwWAT i oksidativnog
metabolizma u miSi¢u, gWAT 1 jetri. Dugotrajna hladnoca je ocuvala strukturnu slozenost BAT i
jetre i povecala njihov redoks-metabolicki kapacitet, posebno odrZzavanjem nivoa enzima [-
oksidacije i glukoneogeneze u jetri, uz redukciju lipidnih depoa u WAT i tkivno-specifi¢no
prilagodavanje oksidativnog metabolizma. Aktivnost i ekspresija kljucnih antioksidativnih enzima
u rWAT, BAT i miSi¢u bile su veée nego kod Zivotinja iste starosti na 22 °C. Rezultati pokazuju
tkivno-specifi¢ne redoks-metaboli¢ke obrasce i o¢uvanje kapaciteta za remodeliranje u odgovoru na
dugotrajnu hladno¢u tokom starenja, potencijalno doprinoseci proceni bioloske starosti organa.

KLJUCNE RECI: biologija starenja, aklimacija, jetra, mrko i belo masno tkivo, migi¢, redoks-
metabolizam, ekofiziologija

NAUCNA OBLAST: Biologija
UZA NAUCNA OBLAST: Biologija ¢elija i tkiva



Redox-metabolic homeostasis in the liver, muscle, white adipose tissue depots and brown
adipose tissue during chronological ageing of rats chronically exposed to low environmental
temperature

SUMMARY

Ageing is a dynamic biological process characterised by the loss of morpho-functional organisation
and adaptive plasticity of the organism, with redox-metabolic regulation representing one of the key
aspects of this process. Although chronic exposure to low environmental temperature in rodents
induces complex thermoregulatory, redox, and metabolic responses, their significance in the context
of age-related changes and their tissue-specific regulation remains understudied. The aim of this
dissertation was to investigate redox-metabolic reprogramming of tissues essential for maintaining
energy homeostasis during ageing, with particular emphasis on the effects of cold exposure.
Morphological and functional analyses were performed on the liver, skeletal muscle (m.
gastrocnemius), brown (BAT) and white adipose tissue (rWAT and gWAT) of rats aged 3, 6, and
24 months, housed either at room temperature (22+1°C) or at 4=+ 1 °C (from 6 to 24 months).
Ageing at 22 °C was accompanied by structural simplification of BAT and liver, reduced muscle
and liver mass, hypertrophy of WAT, weakened antioxidant defence in rWAT, and diminished
oxidative metabolism in muscle, gWAT, and liver. Chronic cold exposure preserved the structural
complexity of BAT and liver and enhanced their redox-metabolic capacity, particularly by
maintaining B-oxidation and gluconeogenesis enzyme levels in the liver, while reducing lipid depots
in WAT and promoting tissue-specific adjustments of oxidative metabolism. The activity and
expression of key antioxidant enzymes in rwWAT, BAT, and muscle were higher than in age-matched
rats kept at 22 °C. These findings demonstrate tissue-specific redox-metabolic patterns and
preservation of the capacity for remodelling in response to long-term cold exposure during ageing,
potentially contributing to the assessment of the biological age of organs.

KEYWORDS: biology of ageing, acclimation, liver, brown and white adipose tissue, muscle,
redox-metabolism, ecophysiology

SCIENTIFIC FIELD: Biology
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1. UvOD

1.1. Starenje i redoks-metabolicka homeostaza

Starenje je progresivno narusavanje strukturno-funkcijskog ustrojstva Zzivog bic¢a koje
rezultuje poveéanjem mortaliteta sa protokom vremena. Iako se smatra da pocinje ve¢ od rodenja,
starenje postaje narocito izrazeno U postreproduktivnom periodu (McDonald, 2019). Glavna
obelezja starenja su klasifikovana na primarna obelezja koja su uzrok oSteéenja (genomska
nestabilnost, skracivanje telomera, epigeneticke promene, gubitak proteostaze i onemogucena
makroautofagija), antagonisti¢ka obelezja kao odgovor na oste¢enja (narusena regulacija odgovora
na nutrijente, mitohondrijska disfunkcija i celijska senescencija) i integrativna obelezja koja su
odgovorna za klinic¢ki fenotip starenja (iscrpljivanje mati¢nih celija, izmenjena meducelijska
komunikacija, hroni¢na inflamacija i disbioza) (Lopez-Otin i sar., 2023). lako se mikroskopske i
molekulske promene obuhvacene ovim obelezjima odrazavaju na celokupan organizam, starenje
nije homogen proces (Xiong i sar., 2025). Noviji konceptualni okvir razlikuje analogno i digitalno
starenje (Rando i Wyss-Coray, 2021), odnosno starenje na nivou makroskopskih struktura u ¢ijoj
osnovi je Celijska senescencija. Pored hronoloskog starenja koje je odredeno uzrastom jedinke,
biolosko starenje pruza uvid u relativnu starost koja je determinisana opstim statusom organizma,
odnosno stupnjem uznapredovalosti procesa starenja. Odavde sledi da se hronolosko i biolosko
starenje ne moraju nuzno poklapati jer jedinke istog uzrasta mogu stariti razli¢itom brzinom
(Ferrucci i sar., 2020; Rando i Wyss-Coray, 2021; Vera i sar., 2025; Xiong i sar., 2025), ali isto tako
se i ¢elijske populacije u okviru jednog tkiva mogu razlikovati u pogledu adaptivne vrednosti (Rando
i Wyss-Coray, 2021). U procesu starenja, ove digitalne, molekulske maladaptacije i disregulacije,
procesi poput skracivanja telomera i nagomilavanja lipofuscina usled naruSene proteostaze,
postepeno se sire kroz Celijske populacije, pospeSujuci starenje tkiva. Medutim, kako nisu svi
¢elijski tipovi podlozni starenju u istoj meri, smatra se da se tkiva i organi, bas kao i jedinke,
medusobno razlikuju po stopi kojom stare. Cinjenica da senescentna tkiva i organi imaju specifi¢an
sekretorni fenotip, odnosno da otpuStanjem odredenih molekula stvaraju svojevrsni milje koji
ubrzava narusavanje strukturno-funkcijskih kapaciteta okolnih ¢elija i tkiva, objasnjava prostorno-
vremensku heterogenost starenja (Rando i Wyss-Coray, 2021; Wang i sar., 2024; Xiong i sar., 2025).
Ovaj aspekt senescencije naglasava znacaj ispitivanja ne samo sistemskih parametara tokom
vremena, ve¢ i pojedinacnih organa i tkiva kako bi se produbilo razumevanje multifaktorskog
procesa kakvo je starenje.

lako je uslovljeno unutrasnjim faktorima i neminovno napreduje tokom Zivota, starenje je
dominantno modulirano spoljasnjim ¢iniocima (Argentieri i sar., 2025; Shiels i sar., 2025) poput
temperature sredine (Kalia i sar., 2022; Ni i sar., 2023; Kallio i sar., 2025). Ovaj abioticki faktor ima
sistemski uticaj na metabolicku stopu koja se kod starih glodara izlaganih hladno¢i intenzivira
(Asaki i Iriki, 1994; Selman i sar., 2008; Vaanholt i sar., 2009), odrazavajuci ubrzanje energetskog
metabolizma na nivou pojedina¢nih organa. Metabolizam, definisan kao promet materije i energije,
obuhvata sve hemijske reakcije koje se odvijaju unutar organizma, ukljucujuéi i oksido-redukcije.
Harman je prvi pisao o sprezi metabolicke stope, starenja i reaktivnih molekulskih vrsta, zakljuc¢ivsi
da se starenje i degenerativne bolesti povezane sa njim pripisuju napadima slobodnih radikala na
sastavne delove celija i vezivno tkivo (Harman, 1956). Prema tome, ova slobodnoradikalska
hipoteza povezuje nakupljanje reaktivnih molekulskih vrsta (kako kiseonika tako i azota, eng.
reactive oxygen and nitrogen species: ROS, RNS), neizbeznih nusprodukata aerobnog metabolizma,
tokom hronoloskog starenja, sa poviSenim nivoima oksidativnih o$tec¢enja biomolekula (Shields i
sar., 2021). Danas se zna da je redoks-metabolicka regulacija ukorenjena u adaptacijama aerobnih
organizama na sredinu bogatu kiseonikom (Benzie, 2000), ¢iji zaceci sezu viSe od 2,4 milijarde
godina u proslost, u doba ,,prve redoks revolucije (Ostrander i sar., 2021). ROS nastaju iz
viSestrukih endogenih izvora, pri ¢emu su mitohondrijska respiracija i (peroksizomska) oksidacija
masnih Kiselina glavni doprinosioci (Halliwell, 2024). Usled potencijalno Stetnih efekata reaktivnih



molekula, prirodna selekcija je favorizovala razvoj antioksidativne odbrane (eng. antioxidant
defence, AD, Sl. 1i 2). Ona obuhvata neenzimske komponente, kao sto je glutation (GSH), i niz
enzima. Sinteza GSH odvija se de novo u citoplazmi (pretezno hepatocita) kroz dva ATP-zavisha
koraka koje katalizuju y-glutamilcistein ligaza (eng. gamma-glutamylcysteine ligase, yGCL) i
glutation sintetaza (eng. glutathione synthetase, GS). Katabolizam GSH zapoc¢inje na spoljasnjoj
strani ¢elijske membrane dejstvom y-glutamil transpeptidaze (eng. gamma-glutamyl transpeptidase,
GGT), koja prenosi y-glutamilnu grupu na akceptorsku aminokiselinu. Nastali cisteinilglicin se
posredstvom dipeptidaza razlaze na slobodni cistein i glicin, koji ponovo ulaze u céeliju.
Unutarcelijska y-glutamilaminokiselina podleze dejstvu y-glutamil ciklotransferaze, oslobadajuci
aminokiselinu i 5-oksoprolin. Finalno, 5-oksoprolinaza uz utroSak ATP-a prevodi 5-oksoprolin u
glutaminsku kiselinu, ¢ime se zatvara ciklus i regeneriSe supstrat za novu sintezu GSH (Halliwell i
Gutteridge, 2015).

U pogledu enzima AD, superoksid dismutaze (eng. superoxide dismutase, SOD) vrse
dismutaciju superoksid anjon radikala (O>) do vodonik peroksida (H202), dok su enzimi za
neutralizaciju peroksida, izmedu ostalih, katalaza (eng. catalase, CAT) i glutation peroksidaza (eng.
glutathione peroxidase, GSH-Px). Dok CAT uklanja H20O>, izoforma GSH-Px4 specifi¢no uklanja
lipidne hidroperokside, a GSH-Px1 S$iri spektar organskih hidroperoksida, pored H2O,. Osim GSH-
Px, drugi enzimi glutationskog i tioredoksinskog sistema ukljucuju glutation reduktazu (eng.
glutathione reductase, GR), tioredoksin reduktazu (eng. thioredoxin reductase, TR) i glutation S-
transferazu (eng. glutathione S-transferase, GST) (Halliwell, 2024). Kolektivno, oni odrzavaju
¢elijsku redoks ravnotezu kroz razliCite, medusobno povezane i vremenski sinhronizovane
mehanizme, ukljucujuéi detoksifikaciju elektrofila putem izoformi GST koje mogu uklanjati i
organske hidroperokside (Perperopoulou i sar., 2016) ili 4-hidroksinonenal (eng. 4-hydroxynonenal,
4-HNE), aldehid nastao transformacijom lipidnih hidroperoksida (Hubatsch i sar., 1998).
Odrzavanje zaliha GSH, kao i redukciju proteinskih disulfidnih veza i deglutationilaciju proteina,
primarno katalizuju tioredoksinski i glutaredoksinski sistemi (Shields i sar., 2021; Chai i Mieyal,
2023). Postoji vise izoformi enzima AD karakteristi¢nih za odredene tipove Celija i/ili podéelijske
odeljke (SI. 2). Na primer, kod sisara, izoforma bakar-cink SOD (CuZnSOD) nalazi se dominantno
u citoplazmi (SOD1), odnosno sa spoljasnje strane ¢elijske membrane (SOD3), dok je mangan SOD
(MnSOD/SOD2) lociran u matriksu mitohondrija. CAT je najzastupljenija u peroksizomima, dok je
peroksiredoksin 3 (eng. peroxiredoxin-3, PRDX3) izoforma tioredoksin-zavisne peroksidaze
specifi¢ne za mitohondrije (Halliwell i Gutteridge, 2015). Kompartmentalizacija drugih izoformi
PRDX, kao i izoformi GSH-Px, GR, TR i GST (Shields i sar., 2021), prikazana je na Slici 2. Stoga
su kako prostorna, tako i vremenska koordinacija komponenti AD vazne za odrzavanje fizioloskih
koncentracija odredenih reaktivnih molekulskih vrsta (Jones i Sies, 2015; Shields i sar., 2021).

Transkripcioni faktor Nrf2 (eng. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) jeste jedan od
najbolje ispitanih molekula ukljuéenih u regulaciju redoks-metabolicke homeostaze. Nrf2 ne samo
da regulise ekspresiju gena koji kodiraju odredene enzime AD i proteine uklju¢ene u metabolizam
GSH, ve¢ i ekspresiju gena za enzime koji uéestvuju u putu pentozofosfata (eng. pentose phosphate
pathway, PPP) koji obnavlja NADPH, kofaktor pojedinih enzima AD. Nrf2 uéestvuje i u regulaciji
ekspresije gena koji kodiraju enzime ukljuc¢ene u oksidaciju masnih kiselina, sintezu nukleotida i
serina, 1 dr. (Lin i sar., 2016). Ovaj transkripcioni faktor je regulisan vezivanjem za Keapl (eng.
Kelch-like ECH-associated protein 1) koji ga usmerava na ubikvitinaciju i degradaciju u
proteazomima. Prilikom povecanja nivoa ROS, dolazi do modifikacije cisteinskih ostataka na
Keapl, sto dovodi do oslobadanja i stabilizacije Nrf2, njegove translokacije u nukleus i vezivanja
za specificne sekvence (eng. antioxidant response element, ARE) u promotorima ciljnih gena
(Schmidlin i sar., 2019). U skladu sa potencijalnim naruSavanjem AD sa starenjem, rezultati
istraZivanja upucuju na remecenje signalizacije posredovane Nrf2 u poznom Zivotnom dobu (Smith
i sar., 2015; Zhang i sar., 2015; Schmidlin i sar., 2019; Buttari i sar., 2025). Medutim, viSedecenijska
istrazivanja u svetlu slobodnoradikalske hipoteze iznedrila su i opre¢ne nalaze. lako su nivoi ROS i
oksidativnih ostec¢enja Cesto u negativnoj korelaciji sa dugovecnoscéu (Ku i sar., 1993; Ku i Sohal,



1993; Pamplona i sar., 1996, Pamplona i sar., 1999), podaci o vezi izmedu duzine zivotnog veka i
nivoa enzima AD su kontradiktorni (Sohal i sar., 1990; Lopez-Torres i sar., 1993; Pérez-Campo i
sar., 1994; Page i sar., 2010), Sto se ogleda u studijama koje su ukljucivale kako prekomernu
ekspresiju (Schriner i sar., 2005; Pérez i sar., 2011) tako i deleciju gena za odredene enzime AD
(Neumann i sar., 2003; Elchuri i sar., 2005; Ran i sar., 2007; Pérez i sar., 2008; Singh i sar., 2010;
Wei i sar., 2012; Pérez-Estrada i sar., 2019). Cak i suplementacija egzogenim antioksidantima, poput
vitamina C ili N-acetil cisteina, daje nekonzistentne efekte na prezivljavanje (Massie i sar., 1984;
Flurkey i sar., 2010; Selman i sar., 2013). Nasuprot tome, prooksidativni molekuli i stanja koja su
pracena povisenim nivoima ROS mogu produziti zivotni vek (Conti i sar., 2006; Ali i sar., 2010;
Weimer i sar., 2014), §to sugeriSe da je odnos izmedu ROS, AD i starenja znatno sloZeniji. Stavise,
ROS nisu nuzno $tetni, ve¢ esencijalni signalni molekuli uklju¢eni u posredovanje adaptivnih
odgovora koji povecavaju otpornost organizma (Davies, 2016).

Pored Harmana, Piter Micel se takode moZe smatrati jednim od pionira redoks paradigme u
biologiji. Njegova hemiosmotska hipoteza (Mitchell, 1961) dala je podstrek za uvid u spregnutost
oksido-redukcionih reakcija sa osnovnim metabolickim putevima, doprinoseé¢i razumevanju redoks-
metabolicke homeostaze. Na osnovu toga da li su ukljuceni u biosintezu ili biorazgradnju molekula,
metaboli¢ki putevi i ciklusi se mogu podeliti na anabolicke i katabolicke. Kako bi obezbedile
energiju, zivotinje vrSe oksidaciju lipida, ugljenih hidrata i proteina. Metaboli¢ki putevi su
kompartmentalizovani i precizno regulisani kako bi se odgovorilo na trenutne energetske zahteve
organizma (SI. 3). Centralni katabolicki procesi obuhvataju B-oksidaciju masnih kiselina, glikolizu,
Krebsov ciklus i oksidativnu fosforilaciju (eng. oxidative phosphorylation, OXPHOS), dok su
glukoneogeneza, sinteza glikogena, masnih Kkiselina, aminokiselina, triacilglicerola (eng.
triacylglycerol, TAG) i nukleotida neki od vaznih anaboli¢kih procesa (Nelson i sar., 2021).

Razlaganje glukoze zapocCinje u citoplazmi u procesu glikolize (Slike 3 i 4). Kroz seriju
enzimskih reakcija, jedan molekul glukoze se konvertuje u dva molekula piruvata, uz neto prinos od
dva molekula ATP (putem fosforilacije na nivou supstrata) i dva molekula redukovanog nikotinamid
adenin dinukleotida (eng. nicotinamide adenine dinucleotide, NADH). Intermedijeri glikolize
istovremeno sluze kao prekursori za razliCite biosintetske puteve. Sudbina piruvata zavisi od
dostupnosti O2 i metaboli¢kog profila tkiva. Kada je smanjena raspolozivost Oz ili je mitohondrijski
kapacitet ograniCen, piruvat se redukuje do laktata, ¢ime se regeneriSe NAD* neophodan za
kontinuitet glikolitickog fluksa. Piruvat ulazi u mitohondrije gde podleze oksidativnoj
dekarboksilaciji posredstvom piruvat dehidrogenaznog kompleksa (eng. pyruvate dehydrogenase
complex, PDH), formiraju¢i acetil-CoA. Regulacija glikolize se primarno ostvaruje na nivou tri
ireverzibilne reakcije koje katalizuju heksokinaza, fosfofruktokinaza-1 (eng. phosphofructokinase
1, PFK-1) i piruvat kinaza. PFK-1 predstavlja kljuénu regulatornu tacku; njena aktivnost je
alostericno modulirana koncentracijom AMP i citrata, dok fruktozo 2,6-bisfosfat deluje kao
najsnazniji aktivator, ¢iji nivo direktno zavisi od hormonskih signala (insulina i glukagona) (SI. 5).
PDH kompleks je dodatno regulisan kovalentnom modifikacijom — fosforilacijom putem specifi¢nih
kinaza (eng. pyruvate dehydrogenase kinase, PDK) koje inhibiraju kompleks kada su nivoi NADH
i acetil-CoA visoki (najcesce usled intenzivne B-oksidacije), ¢ime se Stedi glukoza i odrzava
oslanjanje na oksidaciju masnih kiselina. Pored glikolize, deo glukozo 6-fosfata ulazi u PPP koji je
kljucan za redukciju NADP*" do NADPH, kao i za konverziju heksoza u pentoze ¢iji derivati su
sastavni deo adeninskih i flavinskih nukleotida. NADPH je neophodan kofaktor za odrzanje redoks
homeostaze, npr. kroz regeneraciju redukovanog glutationa i tioredoksina ili redukciju Oz do O™
od strane NADPH oksidaza (eng. NADPH oxidases, NOXs). Pored toga, NADPH se Kkoristi i u
biosintetskim reakcijama, poput sinteze masnih kiselina, holesterola i steroidnih hormona (Nelson i
sar., 2021).

Sinteza glukoze de novo, odnosno glukoneogeneza (SI. 5), odvija se dominantno u jetri i
korteksu bubrega. Ovaj proces, lokalizovan u citoplazmi i delimi¢no u mitohondrijama, omoguéava
odrzavanje glikemije tokom perioda gladovanja koris¢enjem neugljenohidratnih prekursora kao §to
su laktat, glicerol i glukogene aminokiseline. Glukoneogeneza nije reverzni proces glikolize; ona
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koristi specificne enzime: piruvat karboksilazu, fosfoenolpiruvat karboksikinazu (eng.
phosphoenolpyruvate carboxykinase, PEPCK), fruktozo 1,6-bisfosfatazu i glukozo 6-fosfatazu.
Piruvat karboksilaza se nalazi u mitohondrijama, dok PEPCK ima i mitohondrijsku i citoplazmatsku
izoformu. Recipro¢na regulacija glikolize i glukoneogeneze u citoplazmi sprecava simultano
odvijanje oba procesa, $to se primarno ostvaruje preko alosteri¢nog efektora fruktozo 2,6-bisfosfata.
Visoka koncentracija ovog molekula u ¢eliji deluje kao snazan aktivator PFK-1 (klju¢nog enzima
glikolize), dok istovremeno inhibira aktivnost fruktozo 1,6-bisfosfataze (klju¢nog enzima
glukoneogeneze). Na ovaj nacin, kada je glikoliti¢ki put aktivan, glukoneogeneza je suprimirana.
Hormonska regulacija putem insulina i glukagona modifikuje nivo fruktozo 2,6-bisfosfata,
usmeravajuéi metabolicki fluks u skladu sa potrebama organizma za glukozom (Nelson i sar., 2021).

Visak glukoze se skladisti u formi glikogena koji sluzi kao primarna rezerva deponovana
najvise u hepatocitima i mi§i¢ima. Metabolizam glikogena omogucen je radom glikogen fosforilaze
i glikogen sintaze, ¢ije su aktivnosti recipro¢no regulisane kovalentnim modifikacijama pod
uticajem insulina, glukagona i adrenalina. Naime, insulin stimuliSe sintezu glikogena aktivacijom
fosfataze (eng. phosphoprotein phosphatase 1, PP1) koja defosforilacijom stimuliSe glikogen
sintazu, a inhibira glikogen fosforilazu. Dodatno, insulin inhibira kinazu glikogen sintaze, ¢ime se
sprecava fosforilacija i deaktivacija glikogen sintaze. Sa druge strane, adrenalin i glukagon stimuliSu
glikogenolizu inhibicijom PP1 i stimulisanjem kinaze glikogen fosforilaze; fosforilisana glikogen
fosforilaza se posledi¢no aktivira i razlaze glikogen (Nelson i sar., 2021).

Lipidi predstavljaju najve¢i depo energije. Katabolizam masnih kiselina (B-oksidacija)
odvija se u matriksu mitohondrija uz ucées¢e specificnih dehidrogenaza, poput acil-CoA
dehidrogenaze srednjeg lanca (eng. acyl-Coenzyme A dehydrogenase medium chain, ACADM), §to
rezultuje proizvodnjom acetil-CoA, NADH i FADH. Masne kiseline se najpre aktiviraju radom
acil-CoA sintetaze na citoplazmatskoj strani spoljaSnje membrane mitohondrija, pri ¢emu se
tioestarskom vezom spajaju sa koenzimom A i nastaje acil-CoA koji karnitin-aciltransferaza poput
karnitin-palmitoiltransferaze 1 (eng. carnitine palmitoyltransferase 1, CPT-1), takode na spoljasnjoj
membrani mitohondrija, prevodi u acil-karnitin kako bi uSao u medumembranski prostor odakle
kroz transporter na unutrasnjoj membrani dospeva u matriks. U matriksu se acil-karnitin prevodi u
acil-CoA radom karnitin-aciltransferaze poput CPT-2 na unutrasnjoj membrani. Acil-CoA zatim
moze da ude u proces p-oksidacije. Acil-CoA sintetaza i CPT-1/2 oznaceni su kao karnitinski nosa¢
(eng. carnitine shuttle). Dok se u mitohondrijama oksiduju masne kiseline kraceg lanca, razgradnja
dugolancanih i razgranatih masnih kiselina zapocinje u peroksizomima (Nelson i sar., 2021) (SI. 3).

Nasuprot oksidaciji, de novo sinteza masnih kiselina lokalizovana je u citoplazmi i
najintenzivnije se odvija u ¢elijama poput hepatocita i adipocita. Alostericna kontrola sprecava
istovremeno odvijanje sinteze i razgradnje masnih kiselina. Prvi i ograni¢avajué¢i korak sinteze
masnih kiselina je karboksilacija acetil-CoA, koju katalizuje acetil-CoA karboksilaza (eng. acetyl-
CoA carboxylase, ACC), pri ¢emu nastaje malonil-CoA. Povisena koncentracija malonil-CoA u
citoplazmi deluje kao snazan alosteri¢ni inhibitor CPT-1, ¢ime se blokira transport acil-karnitina u
mitohondrije i sprecava proces [3-oksidacije. Time se osigurava da se novosintetisane masne Kiseline
ne razgraduju neposredno nakon nastanka, ve¢ se usmeravaju ka skladiStenju u vidu TAG. Aktivnost
ACC regulise se kovalentno i alostericno: AMPK (eng. AMP-activated protein kinase)
fosforilacijom inhibira ACC kada je koncentracija AMP visoka, dok insulin defosforilacijom
aktivira ACC u stanju visoke energetske dostupnosti (niska zastupljenost AMP u ¢eliji). Citrat je
alosteri¢ni aktivator ACC, a palmitoil-CoA inhibitor. Ovim mehanizmima koncentracija malonil-
CoA precizno odrazava energetski status i usmerava Celiju ka sintezi ili oksidaciji masnih kiselina
(Nelson i sar., 2021). Pored inhibicije biosinteze masnih kiselina i drugih anaboli¢kih procesa u
uslovima energetskog deficita, fosforilisana AMPK (eng. phosphorylated AMPK, pAMPK)
2025). Na dugoro¢nom planu, AMPK regulise ¢elijsku plasti¢nost i odrzanje redoks-metabolicke
homeostaze tako §to stimuliSe makroautofagiju 1 mitofagiju, kao i1 ekspresiju transkripcionih



koaktivatora poput PGC-1a (eng. peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha) sa kojim je uklju¢ena u aktivaciju programa biogeneze mitohondrija (Malik i Shaw, 2025).

Acetil-CoA, nastao iz razlic¢itih katabolickih izvora, ulazi u Krebsov ciklus gde se potpuno
oksiduje do CO.. Regulacija fluksa kroz ciklus ostvaruje se na nivou tri reakcije (katalizovane citrat
sintazom, izocitrat i oa-ketoglutarat dehidrogenazom) koje su alosteri¢no inhibirane visokim
energetskim (ATP) i redoks (NADH) potencijalom, kao i proizvodima (citrat, sukcinil-CoA), dok
ADP alosteri¢no aktivira prva dva enzima, a Ca?* specifi¢no obe dehidrogenaze. Primarni znadaj
ovog ciklusa (¢iji intermedijeri ulaze i u biosintetske reakcije) jeste generisanje redukcionih
ekvivalenata, NADH i FADHg, koji zatim redukuju kompleks I, odnosno kompleks II (u slu¢aju
FADH) respiratornog lanca unutraSnje mitohondrijske membrane. Protok elektrona kroz
komplekse respiratornog lanca (I-1V) do O. spregnut je sa pumpanjem protona iz matriksa u
medumembranski prostor. Elektroni ulaze u ovaj sistem preko kompleksa | (NADH:ubihinon
oksidoreduktaze) ili kompleksa Il (sukcinat dehidrogenaze). Kompleks | oksiduje NADH i prenosi
elektrone na mobilni nosa¢ ubihinon, koriste¢i oslobodenu energiju za pumpanje Cetiri protona.
Kompleks 11, koji predstavlja direktnu sponu sa Krebsovim ciklusom, oksiduje sukcinat do fumarata
I predaje elektrone ubihinonu preko FADH, ali bez translokacije protona kroz membranu.
Redukovani ubihinon (ubihinol) dalje transportuje elektrone do kompleksa Il (ubihinon:citohrom c
oksidoreduktaze), koji pumpanjem jos Cetiri protona nastavlja generisanje gradijenta. Finalni prenos
elektrona vrsi se sa citohroma ¢ na kompleks IV (citohrom c oksidazu), gde se odvija potpuna
redukcija Oz do H20, uz pumpanje dva protona u medumembranski prostor. Energija akumulirana
u vidu proton-pokretacke sile (elektrohemijskog potencijala) finalno se transformis$e u hemijsku
energiju (ATP) delovanjem ATP sintaze, ¢ija Fo komponenta sluzi kao kanal za povratak protona u
matriks, dok F1 komponenta koristi tu energiju za katalizu sinteze ATP iz ADP i neorganskog fosfata
(SI. 4). Na ovaj nacin spregnutost oksido-redukcionih reakcija sa proizvodnjom energije tj.
susticanje redukcionog potencijala poreklom iz katabolickih puteva na unutrasnjoj membrani
mitohondrija, doprinosi oksidativnoj fosforilaciji (Nelson i sar., 2021).

Tokom hronoloskog starenja profili tkiva i organa se specifi¢no prilagodavaju (Xiong i sar.,
2025), uz o¢uvanje glavnih metabolickih flukseva (Jankowski i sar., 2025). Stoga starenje treba
posmatrati kao inherentni bioloski proces, a ne kao patolosko stanje (Libertini i sar., 2017;
McDonald, 2019). Redoks-metabolicko reprogramiranje koje prati hronolosko starenje nalazi se u
osnovi strukturnih i funkcijskih promena specifiénih tkiva i organa. Poznata je povezanost
hronoloskog starenja sa vec¢im rizikom od razvoja odredenih metabolickih poremecaja (Li i sar.,
2021b), ukljucujuéi uvecanje visceralnih depoa belog masnog tkiva (eng. white adipose tissue,
WAT) u starenju (Gongalves i sar., 2017). Ovo zajedno sa atrofijom misSica moze dovesti do
sarkopeni¢ne gojaznosti (Fulle i sar., 2004). Lipidi se tokom hronoloskog starenja mogu akumulirati
i ujetri (Croce i sar., 2022), skeletnim misi¢ima (Russ i sar., 2025) i na zidovima krvnih sudova, ali
i u mrkom masnom tkivu (eng. brown adipose tissue, BAT) koje postaje slicno WAT (Zhao i sar.,
2025). Budu¢i da temperatura sredine utic¢e na redoks-metaboli¢ko reprogramiranje na sistemskom
nivou, a time potencijalno i na sam proces starenja, ispitivanje profila navedenih tkiva/organa kod
glodara koji su dugoro¢no izlagani niskoj temperaturi je od izuzetnog znacaja.
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Sl. 1. Pojednostavljen prikaz komponenti antioksidativne odbrane i njihove povezanosti. O2™ —
superoksid anjon radikal; SOD — superoksid-dismutaza; H,O, — vodonik peroksid; CAT — katalaza; GSH —
redukovani glutation; GSSG — oksidovani glutation; GSH-Px — glutation peroksidaza (ukljucujuéi izoformu
GSH-Px4); GR — glutation reduktaza; TRX-SH, — redukovani tioredoksin; TRX-S; — oksidovani
tioredoksin; TR — tioredoksin reduktaza; NADP*/NADPH — oksidovani/redukovani nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat; PPP — put pentozofosfata; ROOH/LOOH — organski/lipidni hidroperoksidi; ROH/LOH
— organski/lipidni alkoholi; PRDX3 — peroksiredoksin 3; 4-HNE — 4-hidroksinonenal; GS-HNE — glutation
konjugat 4-hidroksinonenala; GST(pi) — glutation S-transferaza (pi).
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Sl. 2. Kompartmentalizacija komponenti antioksidativne odbrane. CAT — katalaza; GSH-Px —
glutation peroksidaza; GRX — glutaredoksin; GST — glutation S-transferaza; PRDX — peroksiredoksin;
SOD - superoksid dismutaza; TRX — tioredoksin. Brojevi uz skracenice oznacavaju specifi¢ne izoforme

navedenih enzima. Prema Shields i sar., 2021.
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SlI. 3. Pojednostavljen prikaz redoks-metaboli¢ke integrisanosti. PPP — pentozofosfatni put (eng. pentose
phosphate  pathway); GSH/GSSG —  redukovani/oksidovani  glutation; TRX-SHJ/TRX-S, -
redukovani/oksidovani tioredoksin; PDH — piruvat dehidrogenaza; ACL — ATP citrat lijaza; ACC — acetil-CoA
karboksilaza (eng. acetyl-CoA carboxylase); FAS — sintaza masnih kiselina (eng. fatty acid synthase); ACOX —
acil-CoA oksidaza (eng. acyl-CoA oxidase); MFP —multifunkcijski protein; CPT-1— karnitin palmitoiltransferaza
1 (eng. carnitine palmitoyltransferase 1); MPC — mitohondrijski nosa¢ piruvata (eng. mitochondrial pyruvate
carrier); CiC — nosac citrata (eng. citrate carrier); GR — glutation reduktaza; TR — tioredoksin reduktaza; GSH-
Px — glutation peroksidaza; CAT — katalaza; MnSOD — mangan superoksid dismutaza; O," — superoksid anjon
radikal; H.O,— vodonik peroksid; UCP1 — dekuplujuéi protein 1 (eng. uncoupling protein 1); BAT —mrko masno
tkivo (eng. brown adipose tissue); NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (redukovan); NADH —
nikotinamid adenin dinukleotid (redukovan); FADH. — flavin adenin dinukleotid (redukovan); G6PDH — glukozo
6-fosfat dehidrogenaza (eng. glucose-6-phosphate dehydrogenase).
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1.2. Tkivna specifi¢nost i aklimacija na hladnocu

Kod endoterma, inicijalni odgovor na hladno¢u oslanja se na drhte¢u termogenezu u
skeletnim miSi¢ima, koja je energetski zahtevna i neodrziva na duze staze. Procesom aklimacije
(prilagodavanja na nisku temperaturu), primat preuzima termogeneza bez drhtanja, koja se kod
pacova dominantno odvija u BAT. Aktivacija BAT posredstvom (nor)adrenalina podrazumeva
snazno remodeliranje tkiva koje ukljucuje hipertrofiju i/ili hiperplaziju adipocita, angiogenezu i
mitohondriogenezu. Angiogenezom se postize efikasnija perfuzija tkiva neophodna da podrzi
intenzivan oksidativni metabolizam i distribuciju toplote i energetskih supstrata, ukljucujuéi i
lipide (Cannon i Nedergaard, 2004). Mitohondriogeneza, orkestrirana transkripcionim
koaktivatorom PGC-1a, pracena je uspostavljanjem veceg broja kontakata sa lipidnim telima (Yu
i sar., 2015). Mitohondrije od lipidnih tela preuzimaju i oksiduju masne kiseline, §to vremenom
dovodi do pojave paucilokularnog izgleda adipocita (Cannon i Nedergaard, 2004; Benador i sar.,
2019; lbayashi i sar., 2024). Fisijom mitohondrija i lipidnih tela vi$estruko se uvecava kontaktna
povrsina izmedu ovih organela, a time i efikasnost lipolize, budu¢i da je i povrsina kojoj mogu da
pristupe lipoliticki enzimi veca (Yu i sar., 2015). Ovakvo morfolosko remodeliranje tkiva
rezultuje pojavom termogeno aktiviranog fenotipa uslovljenog dinamickom ravnotezom izmedu
stope lipogeneze (Song i sar., 2018) i lipolize (Mouisel i sar., 2025), proliferacije mrkih adipocita
I angiogeneze. Termogeno aktivirane mitohondrije se zaokrugljuju, a kriste im se izduzuju, $to
povecava povrsinu za respiraciju i termogenezu (Cannon i Nedergaard, 2004; Bal i sar., 2017).
Kljuéni molekulski posrednik termogeneze je dekuplujuci protein 1 (eng. uncoupling protein 1,
UCP1) koji transportuje H* iz medumembranskog prostora u matriks mitohondrija odvajajuci
respiraciju od oksidativne fosforilacije i dovode¢i do oslobadanja toplote (SI. 4) (Bertholet i
Kirichok, 2017). U ovim uslovima, BAT trosi veliku koli¢inu energije poreklom iz hrane, ali i
lipidnih rezervi iz WAT, diktirajuci preusmeravanje i preraspodelu resursa na sistemskom nivou
(Yuisar., 2002; Kajimura i sar., 2015; Shinde i sar., 2021; Gong i sar., 2023).

U ovom koordinisanom meduorganskom reprogramiranju, redoks-metaboli¢ki procesi u jetri
aktivno doprinose odrzanju sistemske homeostaze (Bartelt i sar., 2011; Sepa-Kishi i sar., 2018; Su i
sar., 2023), s obzirom na regulaciju glikemije, biosintezu GSH i TAG, detoksifikaciju i sintezu
zu¢nih kiselina. Pored toga, jetra regulise sistemsku dostupnost lipida sekrecijom lipoproteina vrlo
niske gustine (eng. very-low-density lipoprotein, VLDL) i preuzimanjem viska holesterola putem
LDL i HDL c¢estica (eng. low/high-density lipoproteins), ¢ime se odrzava lipidna homeostaza koja
moze biti naruSena tokom starenja (Sharma 1 Diwan, 2023) ili izmenjena usled povisSenih energetskih
zahteva na hladno¢i (Worthmann 1 sar., 2017). Enzimi jetre se sintetiSu i razgraduju znatno brze u
poredenju sa enzimima u drugim tkivima, poput misi¢nog (Nelson i sar., 2021). [ako ekstrahepati¢na
tkiva poseduju sposobnost metabolickog prilagodavanja, jetra se istiCe kao organ sa izuzetno
visokim regenerativnim, proliferativnim i redoks-metabolickim kapacitetom (Chance i sar., 1979;
Schmucker, 1998; Hunt i sar., 2019). Naime, zahvaljuju¢i ekspresiji heksokinaze IV (izoforme koja
ne podleZe alostericnoj inhibiciji proizvodom reakcije, glukozo 6-fosfatom) i transportera glukoze
visokog kapaciteta, nezavisnog od insulina (eng. glucose transporter 2, GLUT2), hepatociti mogu
kontinuirano da preuzimaju glukozu bez obzira na trenutne unutarcelijske rezerve (Nelson i sar.,
2021). Dok BAT na hladno¢i pojacano trosi energiju, jetra obezbeduje neophodne supstrate putem
intenzivirane glukoneogeneze i glikogenolize (Penner i Himms-Hagen, 1968; Sepa-Kishi i sar.,
2018). Hladnoc¢a pospesuje preuzimanje masnih kiselina iz cirkulacije (poreklom iz WAT) i dolazi
do znacajne supresije de novo lipogeneze u jetri (Masoro i sar., 1957; Cutler i sar., 2025). Jetra
masne Kiseline aktivira prevodenjem u acil-CoA koji (pored esterifikacije u TAG i pakovanja u
VLDL) biva intenzivno usmeravan i na oksidaciju. U jetri se masne kiseline u procesu oksidacije
skracuju do acetil-CoA koji moze ué¢i u Krebsov ciklus. Takode, jetra moze ponovo da prevede
skracene masne kiseline u acil-karnitine srednjeg i kratkog lanca pomocu karnitin acetiltransferaze
I karnitin oktanoiltransferaze u matriksu mitohondrija. Na taj nacin nastaju acil-karnitini kratkog i
srednjeg lanca koji se zatim eksportuju iz jetre u krvotok. Ovi acil-karnitini, uz glukozu, masne
kiseline i razgranate aminokiseline, transportuju se putem krvi do BAT gde se oksiduju, sluzeé¢i kao
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gorivo za termogenezu (Simcox i sar., 2017; Gong i sar., 2023). U kapilarima perifernih tkiva,
ukljucujuéi BAT, lipoproteinska lipaza hidrolizuje TAG iz VLDL, omoguéavajuci preuzimanje
masnih kiselina. Gubitkom TAG, VLDL Ccestice se transformisu u LDL kojim se holesterol
transportuje do tkiva. Ovakva dinamika naglasava znacaj jetre u odrzavanju energetskog balansa
organizma u uslovima intenziviranih metaboli¢kih zahteva.

Kako adipociti WAT veoma slabo eksprimiraju glicerol kinazu, glicerol 3-fosfat neophodan
za sintezu TAG nastaje u procesu gliceroneogeneze — skrac¢ene glukoneogeneze, od piruvata do
dihidroksiaceton fosfata (eng. dihydroxyacetone phosphate, DHAP) na koji deluje glicerol 3-fosfat
dehidrogenaza (eng. glycerol-3-phosphate dehydrogenase, GPDH) prevodec¢i ga u glicerol 3-fosfat
(SI. 5). Na ovaj nacin, dostupnost glukoze posredno odreduje stepen esterifikacije u WAT, atime i
sistemsku dostupnost masnih kiselina. Naime, od glukozo 6-fosfata se u procesu glikolize dobija
piruvat kojim otpocinje gliceroneogeneza. U bazalnim uslovima, ~75% masnih kiselina u WAT se
reesterifikuje u TAG, a samo manji udeo masnih kiselina se oslobada u krvotok; stoga, WAT
predstavlja depo u kome se masne kiseline poreklom iz cirkulacije primarno skladiste (Nelson i sar.,
2021). Sa druge strane, depoi WAT reaguju na hladnoc¢u intenzivnom lipolizom mobili§uc¢i masne
kiseline za potrebe BAT i miSi¢a (Shinde i sar., 2021). Simpaticka stimulacija rezultuje
fosforilacijom perilipina, $§to omoguéava triacilglicerol lipazi (eng. adipose triglyceride lipase,
ATGL) i hormon-senzitivnoj lipazi (eng. hormone-sensitive lipase, HSL) da pristupe lipidnim
telima. ATGL vrsi inicijalnu hidrolizu TAG do diacilglicerola, dok HSL nastavlja proces do
monoacilglicerola, oslobadaju¢i masne kiseline i glicerol (Chouchani i Kajimura, 2019). Kod
glodara ovaj proces tokom izlaganja hladnoé¢i moze biti pra¢en browning fenomenom, gde se unutar
WAT pojavljuju multilokulusni bez (eng. brite) adipociti sa termogenim potencijalom (Jankovic¢ i
sar., 2015). U samom WAT, termogeneza se moze ostvariti i putem tzv. beskorisnog (eng. futile)
ciklusa hidrolize TAG pracene reesterifikacijom koji oslobada toplotu nezavisno od UCP1
(Chouchani i Kajimura, 2019). Ovaj ciklus je regulisan glukokortikoidima koji indukuju ekspresiju
PEPCK u jetri, a suprimiraju u WAT, ¢ime se onemogucava esterifikacija masnih kiselina iz WAT,
uz njihovo posledi¢no povecanje u cirkulaciji (SI. 5). Naime, supresija gliceroneogeneze u WAT
negativnom regulacijom ekspresije PEPCK posledicno smanjuje nastanak DHAP, prekursora za
glicerol 3-fosfat koji sa masnim kiselinama gradi TAG; ako nema dovoljno glicerol 3-fosfata, TAG
se ne sintetise, a masne kiseline se mogu osloboditi u cirkulaciju gde se transportuju vezane za
albumin (Nelson i sar., 2021). Pored neupitnog uticaja simpaticke stimulacije na lipolizu u WAT,
efekat glukokortikoida prilikom izlaganja hladno¢i nije toliko dobro ispitan (Bligh-Tynan i sar.,
1993). Stavise, noviji podaci sugerisu da jetra moze uticati na stimulisanje lipolize u WAT tokom
izlaganja niskoj temperaturi (Cutler i sar., 2025). Dakle, intenziviranje metabolicke stope na
hladno¢i ne samo da dovodi do hiperfagije kako bi se obezbedili energetski supstrati poput glukoze
i masnih kiselina iz hrane, ve¢ dolazi i do mobilizacije lipidnih rezervi iz WAT. Jetra zatim preuzima
masne kiseline iz cirkulacije, pakuje ith u VLDL i distribuira u ekstrahepati¢na tkiva, prvenstveno
BAT. Kako VLDL sadrze i holesterol, a radom lipoproteinske lipaze se oslobadaju masne kiseline,
ove Cestice prelaze u LDL ¢iji sadrZaj je siromas$niji masnim kiselinama, a bogatiji holesterolom.
Visak holesterola poreklom iz LDL u bazalnim uslovima preuzima primarno WAT, dok se na
hladno¢i on ve¢im delom ,reciklira® u jetri gde se moZe koristiti za sintezu Zucnih kiselina
neophodnih za intenzivno varenje. Ove zucne kiseline mogu povratno da deluju na BAT
(Worthmann 1 sar., 2017) pospesujuéi termogenezu (Bianco i sar., 1988; Volke i Krause, 2021,
Worthmann i sar., 2017).

lako skeletni miSi¢i i u stanju mirovanja koriste lipide kao energetski supstrat, tokom
dugotrajne aklimacije na hladno¢u dolazi do preusmeravanja metabolizma ka dominantnoj
oksidaciji masnih kiselina (Tetzlaff i sar., 2026), ¢ime se Stedi glukoza koja biva dostupnija
prioritetnim organima, poput BAT, gde je neophodna za obnavljanja intermedijera Krebsovog
ciklusa 1 odrzanje visokog fluksa tokom intenzivne oksidacije lipida (Wang i sar., 2020). lako za
razliku od jetre skeletni misi¢ ne poseduje kapacitet za glukoneogenezu, on ostaje klju¢na karika u
Kori ciklusu, dopremajuci laktat jetri za resintezu glukoze (Penner i Himms-Hagen, 1968; Periasamy
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i sar., 2017). Stavise, razli¢iti mehanizmi termogeneze, koji nisu posredovani UCP1, pokazani su
kako u popre¢noprugastim misiénim celijama, tako i u bez i mrkim adipocitima (Chouchani i
Kajimura, 2019; Periasamy i sar., 2017; Oeckl i sar., 2022; Janovska i sar., 2023; Bunk i sar., 2025;
Liu i sar., 2025a), sto dodatno usloznjava razumevanje energetskog metabolizma tokom aklimacije
na hladnocu.

Dodatno, opisana sinhronizacija funkcija organa u osnovi aklimacije koordinisana je
autokrino, parakrino i endokrino, npr. batokinima, adipokinima i miokinima (Villarroya i sar., 2017,
Pan i Chen, 2021; Chen i sar., 2023; Ziqubu i sar., 2024; Chen i sar., 2025b; Izumi-Mishima i sar.,
2025; Ozabrahamyan i sar., 2026; Tsuji i Tseng, 2026; Xue i sar., 2026). Ovi molekuli deluju na
ciljna tkiva gde aktiviraju brojne Celijske signale Koji se susti¢u na transkripcionim faktorima, ¢ime
se ostvaruje regulacija odgovarajuceg programa genske ekspresije. Izoforme PPAR (eng.
peroxisome proliferator-activated receptor), na primer, ¢esto deluju u sinergiji sa koaktivatorom
PGC-1a. PPARY je esencijalan za adipogenezu u masnim tkivima, narocito u visceralnim depoima
gde sa PGC-1a indukuje i termogeni program koji uklju¢uje mitohondriogenezu i ekspresiju UCP1
(Puigserver i sar., 1998). PPARa u BAT i jetri primarno reguliSe gene ukljucene u oksidaciju masnih
kiselina u mitohondrijama i peroksizomima, dok je u skelethom miSi¢u tokom aklimacije na
hladnoc¢u sa oksidativnim programom povezan prvenstveno PPARS (Stanci¢ i sar., 2013). PGC-1a
takode pospesuje ekspresiju enzima AD: MnSOD, CAT i GSH-Px (Austin i St-Pierre, 2012), usled
koaktivacije transkripcionih faktora poput FOXO3a (eng. forkhead box O3) ili nukleusnih
respiratornih faktora 1 i 2 (eng. nuclear respiratory factors 1 and 2, NRF-1, NRF-2) (St-Pierre i sar.,
2006; Cantd i Auwerx, 2009). Transkripciona kontrola energetskog metabolizma u jetri, BAT i
skeletnim miSi¢ima pojednostavljeno je ilustrovana na Slici 7.

Medutim, dok su ovi mehanizmi prouceni kod mladih, polno zrelih jedinki (SI. 6),
dugotrajni uticaj hladnoce na organizme tokom hronoloskog starenja ostaje nedovoljno istrazen.
Podaci iz literature su Cesto opre¢ni (Ni i sar., 2023; Kallio i sar., 2025): dok neke studije sugerisu
da stari pacovi zadrzavaju sposobnost aklimacije na nisku temperaturu sredine (Asaki i Iriki,
1994), druge pokazuju da je ovaj proces pracen povisenim mortalitetom (Johnson i sar., 1963).
Poznato je da starenje kod pacova smanjuje gustinu § receptora za adrenalin u BAT (Scarpace i
sar., 1988) i narusava proliferativni kapacitet adipocita (Florez-Duquet i sar., 1998), §to moze
limitirati aklimaciju. Stoga je klju¢no pitanje kako se proces hronoloskog starenja, koji sam po sebi
vodi ka strukturnom pojednostavljivanju i progresivnom ,,gaSenju* funkcija tkiva, prozima sa
redoks-metabolickim reprogramiranjem ili alostatskim opterecenjem koje bi mogla nametnuti
dugotrajna hladno¢a. Razumevanje ovog procesa u tkivima/organima esencijalnim za odrZanje
sistemske homeostaze, kao Sto su jetra, skeletni misi¢i, BAT 1 WAT, jeste preduslov kako za
karakterizaciju izmenjene homeostaze prilikom dugotrajnog izlaganja hladno¢i, tako i za procenu
bioloske starosti organa.
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Sl. 5. Pojednostavljen prikaz glikolize (plava strelica), glukoneogeneze (crvena strelica) i
gliceroneogeneze (zelena strelica) sa kljuénim ta¢kama hormonske regulacije. GAPDH — gliceraldehid
3-fosfat dehidrogenaza (eng. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase); GPDH — glicerol 3-fosfat
dehidrogenaza (eng. glycerol-3-phosphate dehydrogenase); PFK-1 — fosfofruktokinaza 1 (eng.
Phosphofructokinase 1); FBPaza-1 — fruktozo 1,6-bisfosfataza 1 (eng. fructose-1,6-bisphosphatase 1);
PEPCK - fosfoenolpiruvat karboksikinaza (eng. phosphoenolpyruvate carboxykinase); PFK-2/FBPaza-2 —
fosfofruktokinaza 2/fruktozo 2,6-bisfosfataza 2 (eng. phosphofructokinase 2/fructose-2,6-bisphosphatase
2). Hormonska regulacija PFK-1 i FBPaze-1 ostvaruje se kovalentnom modifikacijom
(fosforilacijom/defosforilacijom) bifunkcijskog enzima PFK-2/FBPaza-2, ¢ime se menja koncentracija
alosteri¢nog modulatora fruktozo 2,6-bisfosfata.

13



HLADNOCA

SNS:

(nor)adrenalin

NE

‘ NE
' s

WAT :

1 Lipoliza (ATGL, NE

HSL)
1 Re-esterifikacija -
1 B-oksidacija

=
i

Masne kiseline, Glicerol

PR .

1 Glukoneogeneza
1 Glikogenoliza

1 Sinteza acil-
karnitina

1 B-oksidacija

¥ De novo
lipogeneza

Glukoza, Acil-karnitini “‘ Glukoza Laktat, Alanin

'. / /
"

Masne kiseline Masne kiseline

7

B

1 Preuzimanje

glukoze

A Glikoliza

1 B-oksidacija
4 Krebsov ciklus L J

1 B-oksidacija
2 LPL aktivnost
¥ Glikoliza

1 UCP1 aktivnost

Sl. 6. Tkivno-specifi¢ni metabolic¢ki efekti aklimacije mladih glodara na
hladnoéu. SNS — simpaticki nervni sistem; BAT — mrko masno tkivo (eng. brown
adipose tissue); WAT — belo masno tkivo (eng. white adipose tissue); ATGL —
adipozna triacilglicerol lipaza; HSL — hormon-senzitivha lipaza; LPL -
lipoproteinska lipaza; UCP1 — termogenin (eng. uncoupling protein 1); NE —
noradrenalin.
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Sl. 7. TKivno-specifi¢na transkripciona regulacija energetskog metabolizma u jetri, mrkom masnom
mitogenom (eng. mitogen-activated protein kinase); CaMKIl — proteinska kinaza 1l zavisna od
kalcijuma/kalmodulina (eng. calcium/calmodulin-dependent protein kinase 11); AMPK — proteinska kinaza
aktivirana adenozin monofosfatom; PGC-1a/PGC-1f — koaktivator lo/1B receptora aktiviranog
proliferatorom peroksizoma y (eng. peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1a/1p);
FOXO1 - transkripcioni faktor forkhead box O1; SREBP — protein koji vezuje regulatorni element sterola
(eng. sterol regulatory element-binding protein); HNF-4 — nukleusni faktor hepatocita 4 (eng. hepatic
nuclear factor-4); LXR — X receptor jetre (eng. liver X receptor); NRF-1 / NRF-2 — nukleusni respiratorni
faktor 1/2 (eng. nuclear respiratory factor-1/2); PPAR —receptor aktiviran proliferatorom peroksizoma (eng.
peroxisome proliferator-activated receptor); RXR — retinoidni X receptor; ERRa — receptor srodan
estrogenskom receptoru a (eng. estrogen-related receptor «); MEF-2 — miocitni pojaciva¢ 2 (eng. myocyte
enhancer factor-2); TAG — triacilgliceroli; mtDNK — mitohondrijska dezoksiribonukleinska kiselina;
OXPHOS - oksidativna fosforilacija (eng. oxidative phosphorylation). Prema Finck i Kelly, 2006.

15



1.3. Strukturna sloZenost i bioloSka senescencija

Povisena metabolicka stopa zabelezena je ne samo kod mladih, veé¢ i kod starih glodara
izlaganih niskoj temperaturi (Asaki i Iriki, 1994), kao i pra¢enjem ovih Zivotinja na hladno¢i tokom
celog zivotnog veka (Selman i sar., 2008; Vaanholt i sar., 2009). Energetski skupo odrZanje
endotermije se reflektuje na pojedinacna tkiva i organe, ¢ije je koordinisano funkcionisanje
odgovorno za odrzanje sistemske redoks-metabolicke homeostaze i odrazava efekte hladnoée na
fenotipsku plasti¢nost, kako na funkcijskom, tako i na strukturnom nivou. Buduéi da hronolosko
starenje vodi ka progresivnom i predvidljivom pojednostavljenju, odnosno gubitku slozenosti
(Lipsitz i Goldberger, 1992), precizna diskriminacija izmedu ovog procesa inherentnog organizmu
i bioloskog reprogramiranja indukovanog spoljasnjim c¢iniocima, od sustinskog je znacaja za
prepoznavanje ranih obelezja starenja. NaruSavanje homeostatskih procesa koji odrzavaju
dinamicku ravnotezu organizma (Bernard, 1865; Cannon, 1932; Yates, 1994; Lloyd i sar., 2001) ne
ocitava se samo u fizioloskim procesima koji se prate pomocu elektroencefalografije 1 kardiografije,
ve¢ 1 na strukturnom, mikroskopskom nivou (Lipsitz i Goldberger, 1992), ¢ime se molekulsko
starenje dovodi u vezu sa visim fenomenima i strukturama (Goldberger i sar., 2002). Naime,
kompleksnost bioloskih procesa i struktura moze se prepoznati fokusiranjem na pseudofraktalne
obrasce koji ih karakteri$u. Umesto doslovnog preslikavanja strogo matematickih svojstava fraktala
(koji ispoljava samosli¢nost do nivoa beskonacnosti) na bioloske fenomene i forme, odlike
fraktalnosti se aproksimativno procenjuju preko fraktalne dimenzije (eng. fractal dimension, FD)
(Mandelbrot, 1983; Panti¢ i sar., 2022). Konkretno, moguce je izmeriti u kojoj meri bioloski sistemi
ispoljavaju osobine slicne fraktalu, odnosno kolika je slozenost tkiva, proporcionalna FD. Usled
mogucénosti da iste strukture sa razli¢itom teksturom mogu imati istu FD, kao komplementarni
parametar koristi se lakunarnost (eng. lacunarity, Lac) — mera dubinske neravnomernosti, tacnije
heterogenosti (tkivne) strukture (Smith i sar., 1996).

Sposobnost razlikovanja hronoloske od bioloske starosti tkiva postavlja osnovu za
razumevanje tkivno-specificnih odgovora na hladnocu koji zahtevaju rekonfiguraciju redoks-
metabolicke homeostaze (SI. 1) i u skladu je sa prepoznavanjem BAT i WAT kao klju¢nih
endokrinih organa (Ziqubu i sar., 2024; Tsuji i Tseng, 2026) koji diktiraju stopu sistemskog starenja
(Liu i sar., 2025b). S obzirom na pokazane efekte koje izlaganje niskoj temperaturi sredine kod
glodara ima na reprogramiranje razli¢itih tkiva (Sl. 6), postavlja se pitanje da li pacovi dugotrajno
izlagani hladno¢i zadrzavaju ovaj kapacitet za aklimaciju i kako on uti¢e na biolosko starenje.
Stavise, strukturno remodeliranje u odgovoru na temperaturne promene ogleda se u transportu
nutrijenata i distribuciji toplote, koji se u bioloskim sistemima odvijaju kroz kompleksne fraktalne
(kapilarne) mreze cija arhitektura diktira metabolicku efikasnost tkiva (Horrell 1 sar., 2022;
Muhammad i sar., 2025). Ovaj primer osvetljava znacaj fraktalnog uvida (Kenkel i Walker, 1996;
Kesi¢ i Spasi¢, 2016; Panti¢ i sar., 2016; Brouse i sar., 2024; Jeremic i sar., 2025) za ispitivanja
tkivno-specifi¢nih obrazaca na morfo-funkcijskoj ravni, narocito po pitanju efekata dugotrajnog
izlaganja niskoj temperaturi. Na ovaj nacin, karakterizacija strukture postaje neodvojiva od
razumevanja funkcije i predstavlja preduslov za razlikovanje senescencije uslovljene spoljasnjim
¢iniocima od hronoloskog starenja. lako su ovi procesi u prirodi neraskidivo spregnuti, njihovo
razdvajanje u kontrolisanim eksperimentalnim uslovima, poput izlaganja niskoj temperaturi,
omogucava da se razume kako snazni metabolicki zahtevi modifikuju biolosku starost tkiva, obrnuto
srazmernu stepenu strukturne slozenosti.
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2. CILJEVI

Redoks-metabolicko reprogramiranje predstavlja jedan od klju¢nih mehanizama koji
povezuje i oblikuje razvoj primarnih, antagonistickih i integrativnih obelezja hronoloskog starenja
kroz koordinaciju redoks signalizacije, energetskog metabolizma 1 adaptivnih ¢elijskih odgovora.
lako brojne studije ukazuju na to da je tokom starenja naruSena povezanost adaptivnih redoks i
metabolickih odgovora, molekulski mehanizmi koji odrzavaju ili remete ovu koordinaciju jos uvek
nisu dovoljno razjasnjeni. Posebno nije poznato na koji nacin dugotrajno izlaganje niskoj
temperaturi utice na ove procese, niti da li tkiva tokom hronoloSkog starenja zadrzavaju kapacitet za
odrzanje redoks-metabolicke homeostaze.

Stoga je opsti cilj ove doktorske disertacije razumevanje morfo-funkcijskih promena tokom
hronoloskog starenja u tkivima i organima klju¢nim za odrzanje sistemske energetske homeostaze
(jetri, miSi¢ima, belom 1 mrkom masnom tkivu), sa posebnim akcentom na karakterizaciju promena
redoks-metaboli¢ke regulacije tokom starenja u uslovima niske temperature sredine. U skladu sa
tim, specifi¢ni ciljevi ove doktorske disertacije su:

e Karakterizacija redoks-metabolickog profila tkiva tokom hronoloskog starenja i nakon
dugotrajnog izlaganja niskoj temperaturi sredine ispitivanjem komponenti
antioksidativne odbrane, proteina uklju¢enih u metabolizam glukoze i lipida, kao i u
mitohondrijsku respiraciju;

e |Ispitivanje mehanizama redoks-metabolickog reprogramiranja tkiva tokom
hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi i na hladno¢i karakterizacijom nivoa
proteinske ekspresije kljuénih regulatora energetskog metabolizma (AMPK),
ekspresije antioksidativnih enzima (Nrf2) i biogeneze i funkcije mitohondrija (PGC-
la);

e Karakterizacija sarkopeni¢nog fenotipa i kvantifikacija tkivno-specifi¢nih strukturnih
promena primenom fraktalne i morfometrijske analize radi ispitivanja kapaciteta tkiva
za strukturno remodeliranje u uslovima hronoloskog starenja na sobnoj i1 niskoj
temperaturi sredine;

e Ispitivanje integracije redoks-metabolickih odgovora jetre, miSi¢a, depoa belog i
mrkog masnog tkiva objedinjavanjem redoks-metabolickih profila tkiva sa sistemskim
indikatorima metaboli¢ke homeostaze tokom starenja na sobnoj i niskoj temperaturi
sredine.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Dizajn ogleda i uzorkovanje tkiva

Eksperiment je odobren na osnovu misljenja Eti¢ke komisije za zastitu dobrobiti oglednih
zivotinja Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢* — Instituta od nacionalnog znacaja za
Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu i reSenja Uprave za veterinu, Ministarstva poljoprivrede,
Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije (br. odobrenja 01-385, 01-422, 323-07-03872/2022-05).

U studiju su uklju¢eni muzjaci Mil Hil soja kapuljacastih hibrida (eng. Mill Hill hybrid
hooded) pacova (Rattus norvegicus) starosti tri (mladi adulti, 3m), Sest (zreli adulti, 6m) i dvadeset
Cetiri meseca (stari, 24m), koji su drzani na sobnoj temperaturi od 22 + 1 °C. Pored njih, kori$¢ena
je i kohorta pacova starih 24 meseca koja je boravila u hladnoj sobi (4 + 1 °C) u periodu od 6. do
24. meseca zivota (24m 4°C). Pacovi su bili podvrgnuti ciklusu svetlo/tama od 12/12 sati i imali su
pristup standardnoj hrani i vodi ad libitum. Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi i na
hladno¢i u periodu od 6. do 24. meseca starosti praceni su telesna masa pacova i unos hrane na
mese¢nom, odnosno nedeljnom nivou.

U predvidenom uzrastu, pacovi su dekapitovani, a izolovanim tkivima je izmerena apsolutna
masa. Za mikroskopske analize, tkiva su uzorkovana od tri do Cetiri zivotinje po grupi. Za preostale
analize kori$c¢ena su tkiva od Sest do jedanaest pacova po grupi. Izolovani su: interskapularno mrko
masno tkivo (BAT), gonadalno (QWAT) i retroperitonealno (rWAT) belo masno tkivo, jetra, skeletni
misi¢ (musculus gastrocnemius) i krv. Pacovi kod kojih su detaljnim pregledom svih organa
prilikom disekcije ustanovljene ocigledne patoloske promene poput tumora i apscesa, iskljuceni su
iz analiza kako bi ogled ostao u okvirima fizioloSkog starenja.

3.2. Priprema uzoraka za analize

3.2.1. Priprema uzoraka za odredivanje aktivnosti enzima, Western blot i biohemijske analize

Tkiva su izolovana, isprana u fizioloskom rastvoru (jetre su prethodno perfundovane) i
pohranjena na—80 °C. Homogenati tkiva pripremljeni su koris¢enjem Ultra-Turrax homogenizatora
(Janke & Kunkel IKA-Werke, Staufen, Nemacka) na 0—4 °C u puferu (0,25 M saharoza, 0,1 mM
EDTA, 50 mM Tris-HCI, pH 7,4). Protokol homogenizacije je bio prilagoden tipu tkiva. Jetra i depoi
WAT su homogenizovani u tri naleta od po 10 sekundi na 20500 obrtaja/min. BAT je
homogenizovan u tri naleta od po 10 sekundi, a misi¢ u tri naleta od po 15 sekundi, na 24.000
obrtaja/min. Nakon homogenizacije, svi uzorci su sonifikovani na 40 kHz. Dobijeni homogenati su
zatim podvrgnuti ultracentrifugiranju na 38.000 obrtaja/min tokom 90 minuta na 4 °C. Nakon
centrifugiranja, bistra, rastvorljiva frakcija je pazljivo aspirirana kako bi se izbegla kontaminacija
lipidima. Krv je nakon izolacije centrifugirana na 5.000 obrtaja/min po 10 minuta za odvajanje
plazme, odnosno seruma, kori$¢enjem centrifuge Universal 320 R (Hettich, Tutlingen, Nemacka).

3.2.2. Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima

Kvantifikacija ukupnih proteina u lizatima tkiva izvrSena je spektrofotometrijskom metodom
prema Lowry i sar. (1951). Princip ove metode zasniva se na Biuret reakciji, tokom koje u alkalnoj
sredini dolazi do stvaranja kompleksa izmedu peptidnih veza proteina i jona bakra. Nastali joni bakra
zatim redukuju fosfomolibdotungstenat, koji je sastavni deo Folin—Ciocalteu reagensa, u
heteropolimolibden plavo. Ova reakcija je omogucena oksidacijom aromati¢nih aminokiselina uz
kataliticko delovanje bakra. Krajnji ishod reakcije je formiranje plavo obojenog kompleksa ¢iji se
maksimum apsorpcije o€itava na talasnoj duzini od 500 nm. Intenzitet nastale boje je u direktnoj
korelaciji sa koncentracijom proteina u ispitivanom uzorku. Za izraCunavanje koncentracije
koriS¢ena je standardna kriva dobijena merenjem apsorbance rastvora albumina iz govedeg seruma
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(eng. bovine serum albumin, BSA) poznatih koncentracija. Osetljivost primenjene metode iznosi
0,01 mg/mL, a dobijene vrednosti koncentracije proteina su izrazene u mg/mL.

Sve spektrofotometrijske analize izvrSene su koriS¢enjem UV-1800 spektrofotometra
(Shimadzu Corporation, Kjoto, Japan).

3.2.3. Priprema za svetlosnu i fluorescentnu mikroskopiju

BAT, gWAT, rWAT i jetra su fiksirani u 4% paraformaldehidu tokom 24 sata. Nakon
ispiranja u cesmenskoj vodi preko no¢i, tkiva su dehidrirana serijom etanola rastu¢ih koncentracija,
prosvetljena u ksilenu i ukalupljena u parafin. Za analize su koris¢eni preseci debljine ~5 pm.

3.3. Odredivanje aktivnosti enzima antioksidativne odbrane i sadrzaja glutationa

3.3.1. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Ukupna specifi¢na aktivnost SOD, kao 1 aktivnosti njenih izoformi CuZnSOD i MnSOD,
odredene su koriS¢enjem metode inhibicije autooksidacije epinefrina, prema modifikovanom
protokolu Misra i Fridovich (1972), kako je opisano u radu Petrovi¢ i sar. (1986). Ukratko, test je
izveden na 26 °C u 0,05 M natrijum-karbonatnom puferu (pH 10,2). Kori$¢en je svez osnovni rastvor
adrenalina u 0,1 N HCI, sa konacnom koncentracijom od 0,3 mM u Kiveti. Aktivnost SOD u
uzorcima kvantifikovana je na osnovu njihove sposobnosti da inhibiraju brzinu autooksidacije
epinefrina od 0,021-0,022 AA/min na 480 nm. Aktivnost MnSOD je merena nakon preinkubacije
uzoraka sa jednakim zapreminama 8 mM KCN radi inhibicije CuZnSOD. Za sva merenja,
zapremine uzoraka su prilagodene kako bi se osiguralo da procenat inhibicije bude u linearnom
opsegu. Jedna jedinica SOD definisana je kao koli¢ina enzima potrebna za postizanje 50% inhibicije
autooksidacije epinefrina pod standardnim reakcionim uslovima. Aktivnost enzima je izrazena U
jedinicama po mg proteina (J mg™' proteina).

3.3.2. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost CAT je izmerena prema metodi Beutlera (1975) koja prati brzinu razgradnje H20>
katalazom iz uzorka. Reakcija je pracena spektrofotometrijski na 230 nm u rastvoru koji sadrzi 5
mM EDTA i 1 M Tris-HCI (pH 8,0). Neenzimska razgradnja H20- bila je zanemarljiva pod mernim
uslovima, $to je potvrdeno u kontrolnim reakcijama bez uzorka. Aktivnost katalaze izraunata je
koriS¢enjem molarnog ekstinkcionog koeficijenta za H2O2 (0,071 mM'cm™) i izrazena u jedinicama
po mg proteina. Jedna jedinica katalaze odgovara koli¢ini enzima potrebnoj da razlozi 1 pmol H20:
po minutu na 25 °C, koriste¢i 10 mM H20> kao supstrat.

3.3.3. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze

Aktivnost GSH-Px je odredena metodom po Paglia i Valentine (1967). Ovaj test meri
potro$nju NADPH, specifi¢no njegovu oksidaciju glutation reduktazom (GR) na 340 nm. Reakcija
ukljucuje koriséenje t-butil hidroperoksida (3 mM) kao supstrata za GSH-Px, u 0,5 M fosfathom
puferu (pH 7,0) na 37 °C. Da bi se osigurala specifi¢nost merenja, u reakcionu smesu je ukljucen 10
mM natrijum-azid. Aktivnost enzima je izraZzena kao nM oksidovanog NADPH po minutu po mg
proteina, izracunato koriS¢enjem molarnog ekstinkcionog koeficijenta od 6,22 mM'cm™ za
NADPH. Neto stopa enzimske reakcije odredena je nakon oduzimanja stope neenzimske oksidacije
NADPH procenjene u paralelnoj slepoj probi (eng. blank) bez uzorka tkiva.

3.3.4. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Aktivnost GR je merena metodom Glatzle i sar. (1974), koja kvantifikuje redukciju
oksidovanog glutationa (GSSG) pomoc¢u GR uz upotrebu NADPH. Oksidacija NADPH pracena je
spektrofotometrijski na 340 nm u fosfatnom puferu (pH 7,4) koji sadrzi 2 mM GSSG 1 0,1 mM
NADPH na 37 °C. Aktivnost je izraZena kao nM potroSenog NADPH po minutu po mg proteina,
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izraCunato koriS¢enjem molarnog ekstinkcionog koeficijenta od 6,22 mM'cm™ za NADPH.
Proracun je uzeo u obzir apsorbancu kompletne reakcione smese bez dodatog uzorka.

3.3.5. Odredivanje aktivnosti tioredoksin reduktaze

Aktivnost TR je odredena metodom Luthman i Holmgren (1982). Ovaj test Se zasniva na
tome da TR katalizuje NADPH-zavisnu redukciju disulfidne veze u 5,5'-ditio-bis-nitrobenzoevoj
kiselini (DTNB), $to dovodi do povecanja apsorbancije pracene na 412 nm tokom prva dva minuta.
Aktivnost enzima se kvantifikuje na osnovu koli¢ine oksidovanog NADPH po minutu, s obzirom na
to da 1 mol NADPH generiSe 2 mola tionitrobenzoata (TNB), koriste¢i molarni ekstinkcioni
koeficijent od 13,6 mM'cm™ za TNB. Rezultati su izrazeni kao specificna aktivnost u nM
oksidovanog NADPH po minutu po mg proteina. Proracun aktivnosti je korigovan za bilo koju
neenzimsku reakciju prac¢enjem apsorbance reakcione smese bez uzorka tkiva.

3.3.6. Odredivanje aktivnosti glutation S-transferaze

Aktivnost GST je izmerena metodom koju su opisali Habig i sar. (1974). GST katalizuje
konjugaciju 1-hloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) sa SH grupom glutationa. Rezultuju¢i CDNB-
glutation kompleks apsorbuje svetlost na 340 nm, omogucavajuci odredivanje aktivnosti enzima
merenjem promena u apsorbanci. Aktivnost GST izraCunata je kori$¢enjem molarnog ekstinkcionog
koeficijenta za CDNB (9,6 mM'cm™), a vrednosti su izrazene u nM GSH min™" mg™ proteina.
Stopa spontane, neenzimske konjugacije CDNB sa GSH merena je u paralelnoj slepoj probi bez
izvora enzima i oduzeta je od stope aktivnosti GST iz uzoraka.

3.3.7. Odredivanje ukupnog sadrzaja glutationa

Za odredivanje ukupnog GSH, alikvot sonikata tkiva je prvo deproteinizovan. Proteini su
precipitirani 10% sulfosalicilnom kiselinom, nakon ¢ega je usledila inkubacija na ledu 10 minuta 1
centrifugiranje (5000 obrtaja/min tokom 5 minuta na 4 °C). Dobijeni supernatant bez proteina
kori$éen je za merenje. Ukupan sadrzaj glutationa (redukovanog i oksidovanog) u tkivu odreden je
spektrofotometrijskom metodom koju je opisao Griffith (1980). Reakcija je izvedena na 30 °C u 125
mM natrijum-fosfatnom puferu (pH 7,5) koji sadrzi 6,3 mM EDTA. Ova metoda se zasniva na
interakciji izmedu redukovanog glutationa (GSH) 1 DTNB, S§to rezultira formiranjem TNB i
oksidovanog glutationa (GSSG). Brzina formiranja TNB proporcionalna je koncentraciji GSH u
uzorku. PoSto je TNB Zuto obojeno jedinjenje, koncentracija GSH u uzorku moZe se odrediti
merenjem apsorbancije na 412 nm. Za sva merenja, stopa neenzimske reakcije odredena je iz slepe
probe koja je sadrzala sve reagense osim homogenata tkiva; prorac¢un koli¢ine GSH je korigovan
oduzimanjem od ove vrednosti. Formirani GSSG se reciklira nazad u GSH putem GR,
omogucavajuéi da GSH ponovo reaguje sa DTNB i proizvede TNB. Na ovaj nacin, izmeren sadrzaj
glutationa u uzorku predstavlja zbir redukovanog i oksidovanog glutationa. Koli¢ina GSH
izraCunata je koriS¢enjem standardne krive 1 izrazena u nM GSH g tkiva.

3.4. SDS-PAGE i Western blot analiza

3.4.1. Elektroforeza proteina

Razdvajanje proteina na osnovu njihove molekulske mase sprovedeno je metodom
elektroforeze na poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijum-dodecil sulfata (SDS-PAGE)
korisS¢enjem sistema Mini-Protean III (BioRad). Za koncentrisanje uzoraka koris¢en je 5% gel
(sastav: 5% akrilamid, 0,1% SDS, 0,125 M Tris, pH 6,8), dok je procenat akrilamida u gelu za
razdvajanje varirao u zavisnosti od molekulske mase ciljanog proteina. Polimerizacija gelova
inicirana je dodavanjem 0,05% amonijum-persulfata (APS) i 0,033% tetrametiletilendiamina
(TEMED). Elektroforetski pufer je sadrzao 0,192 M glicin, 0,1% SDS i 0,025 M Tris (pH 8,3).
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Priprema uzoraka podrazumevala je meSanje izolata proteina sa jednakom zapreminom
pufera za nanoSenje (sastav: 4% SDS, 20% glicerol, 10% B-merkaptoetanol, 0,025% brom-fenol
plavo, 0,125 M Tris, pH 6,8). Pre nanoSenja na gel (5-20 pg proteina po uzorku), proteini su
denaturisani izlaganjem temperaturi od 95 °C u trajanju od 5 minuta. Za procenu molekulskih masa
koriS¢en je komercijalni proteinski marker (Thermo Fisher Scientific). Proces elektroforeze trajao
jeizmedu 60 1 90 minuta pri konstantnoj jacini struje od 70 mA, uz primenu diskontinuiranog napona
(inicijalno 100 V, a nakon ulaska proteina u razdvajajuci gel napon je povecan na 120 V).

3.4.2. Prenos proteina sa gela na membranu i imunodetekcija (Western blot)

Nakon elektroforetskog razdvajanja, proteini su metodom mokrog transfera prebaceni na
poliviniliden difluoridne (PVDF) membrane (Amersham Hybond P 0.45 pum). Membrane su
prethodno aktivirane potapanjem u metanol (10 sekundi) i destilovanu vodu (3 minuta). Transfer je
vrSen u puferu za transfer (0,192 M glicin, 20% metanol, 0,025 M Tris, pH 8,3) pri konstantnom
naponu od 100 V tokom 60 minuta. Efikasnost prenosa proteina verifikovana je bojenjem membrane
rastvorom Ponceau S.

Nakon uklanjanja boje ispiranjem u Tris puferu sa dodatkom Tween 20 (TBST: 20 mM Tris,
150 mM NacCl i 0,05% Tween-20, pH 7,4), nespecifi¢éna mesta vezivanja su blokirana inkubacijom
membrane u 5% BSA rastvorenom u TBST puferu, tokom 60 minuta na sobnoj temperaturi.
Membrane su potom inkubirane preko no¢i na 4 °C sa primarnim antitelima (Tabela 1) razblazenim
u 5% BSA. Nakon ispiranja nevezanog primarnog antitela, usledila je inkubacija sa odgovaraju¢im
sekundarnim antitelima (kozja anti-ze¢ja — Abcam ili anti-misja — Elabscience) konjugovanim sa
peroksidazom, u razblazenju 1:15000 ili 1:5000 (u 5% BSA), tokom 120 minuta na sobnoj
temperaturi.

Po zavrSetku inkubacije, membrane su isprane u TBST puferu (30 minuta). Vizuelizacija
proteina postignuta je reakcijom hemiluminiscencije potapanjem membrana u supstrat luminol uz
dodatak H>O> (3 minuta). Vizuelizacija proteinskih traka vrsena je na aparatu iBright CL 1500
Imaging System (Thermo Fisher Scientific).

3.4.3. Kvantifikacija rezultata Western blot analize

Denzitometrijska analiza dobijenih proteinskih traka izvrSena je upotrebom softverskog
paketa ImageJ (NIH, Bethesda, MD, SAD). Rezultati su dobijeni integracijom volumena, §to
predstavlja sumu vrednosti piksela unutar definisane povrSine trake, umanjenu za vrednost
pozadinskog Suma (eng. background noise). Dobijene vrednosti za ispitivane proteine
normalizovane su u odnosu na ekspresiju B-aktina, koji je koris¢en kao konstitutivna kontrola
(protein kucepazitelj, eng. housekeeping protein). Ekspresija proteina izrazena je u arbitrarnim
jedinicama (A.J.).
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Tabela 1. Primarna antitela kori§éena za Western blot.

Antitelo Proizvodac i kataloSki br. Razblazenje Mr (kDa)
4-HNE Abcam, ab46545 1:1000 viSestruke trake
ACADM Abcam, ab92461 1:10000 47
ATP sintaza (ATP5A) Abcam, ab14748 1:1000 52
CAT Abcam, ab18877 1:10000 59
CPT1A Abcam, ab128568 1:1000 88
CS Santa Cruz, sc390693 1:1000 52
CuzZnSOD Santa Cruz, sc101523 1:1000 23
GAPDH Abcam, ab8245 1:1000 36
GCL Abcam, ab17926 1:1000 73
GGT1 Abcam, ab55138 1:1000 61
GR Santa Cruz, sc8992 1:1000 90-95
GSH-Px 1 Abcam, ab108427 1:5000 22
GSH-Px 4 Santa Cruz, sc166570 1:1000 21
GST pi Abcam, ab138491 1:5000 23
GST mu Abcam, ab53942 1:3000 25
Kompleks | (NDUFA9) Abcam, ab55521 1:1000 43
Kompleks 11 (SDHB) Abcam, ab110413 1:1000 30
Kompleks 111 (UQCRC2) Abcam, ab110413 1:1000 48
Kompleks 1V (COX IV) Abcam, ab14744 1:1000 17
MnSOD Abcam, ab13533 1:5000 25
Nrf2 Cell Signaling, #12721 1:1000 97-100
pAMPKal Abcam, ab133448 1:1000 64
PCK2 Elabscience, E-AB-15206 1:1000 71
PGC-1a Elabscience, E-AB—65852 1:1000 110
PRDX3 Abcam, ab73349 1:1000 23-52
TRX Abcam, ab26320 1:1000 12
TXNRD1 Abcam, ab124954 1:1000 55
UCP1 Abcam, ab10983 1:1000 32
p—aktin Abcam, ab6276 1:5000 42

Skraéenice: 4-HNE — 4-hidroksinonenal; ACADM - acil-CoA dehidrogenaza; pAMPKal — AMP-
aktivirana proteinska kinaza alfa 1, fosforilisana; ATP5A — podjedinica oo F1 domena ATP sintaze;
CAT — katalaza; CPT1A — karnitin palmitoiltransferaza 1A; CS — citrat sintaza; CuZnSOD — bakar-
cink superoksid dismutaza; COX IV — izoforma 1 podjedinice IV citohrom ¢ oksidaze; GAPDH —
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza; GGT1 — y-glutamil transpeptidaza 1; GCL — glutamilcistein
ligaza; GR — glutation reduktaza; GSH-Px 1/4 — glutation peroksidaza 1 i 4; GST pi — glutation S-
transferaza pi; GST mu — glutation S-transferaza mi; MnSOD — mangan superoksid dismutaza;
NDUFA9 — podjedinica 9 alfa subkompleksa NADH dehidrogenaze; Nrf2 — nukleusni faktor-eritroid
faktor 2-zavisni faktor 2; PCK2 — fosfoenolpiruvat karboksikinaza 2; PRDX3 — peroksiredoksin 3;
TRX — tioredoksin; TXNRD1 — tioredoksin reduktaza 1 (TR); UCP1 — dekuplujuéi protein
1, SDHB - gvozde-sumpor podjedinica sukcinat dehidrogenaze; UQCRC2 — podjedinica 2 citohrom
b-c1 kompleksa.
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3.5. Fraktalna i morfometrijska analiza

Sve mikrografije za kvantitativnu analizu sa¢uvane su u formatu TIFF bez gubitaka. Za
svako tkivo analizirano je najmanje 20 mikrografija po oglednoj grupi, sa priblizno pet do sedam
slika po pacovu.

3.5.1. Fraktalna i morfometrijska analiza BAT

Fraktalna dimenzija (FD) i lakunarnost (Lac) odredene su sa mikrografija obojenih
hematoksilinom. Slike su snimljene koris¢enjem objektiva 20x na svetlosnom mikroskopu Leica
DMRB (Leica Microsystems, Veclar, Nemacka) pri rezoluciji od 2592x1944 piksela. Ovi parametri
su kvantifikovani na binarizovanim slikama sa izvuéenim konturama (eng. outlined images)
koris¢enjem metode brojanja kvadratnih polja (eng. box-counting method), sto je dobro uspostavljen
pristup za procenu sloZenosti i heterogenosti tkiva (Smith i sar., 1996), uz upotrebu FracLac dodatka
(Karperien, 2013) za softver ImageJ. Kako bi se omogucéila direktna korelacija izmedu strukturne
slozenosti i celularnosti, brojanje nukleusa izvrseno je na istim mikrografijama. Broj nukleusa (BN)
je izrazen kao prosecan broj sa tri nasumi¢no odabrana polja mreze dimenzija 109x109 pm po slici.

3.5.2. Morfometrijska analiza rWAT i gWAT

Pre¢nik adipocita kvantifikovan je na presecima rwWAT i gWAT obojenim hematoksilinom.
Slike su snimljene koris¢enjem objektiva 10x na svetlosnom mikroskopu Leica DMRB (2592x1944
piksela). Analiza je izvrSena koris¢enjem Adiposoft dodatka (Galarraga i sar., 2012) za ImageJ, pri
¢emu je kvantifikacija zasnovana na minimumu od 600 adipocita po oglednoj grupi.

3.5.3. Fraktalna i morfometrijska analiza jetre

FD i Lac su procenjeni sa autofluorescentnih mikrografija snimljenih koris¢enjem objektiva
20x na fluorescentnom mikroskopu Leica DM4fluo (1920x1440 piksela; ekscitacioni filter: 450-490
nm; dihroi¢no ogledalo: 510) (Croce i sar., 2022). Ovaj pristup je odabran jer autofluorescenca
Sirokog spektra (poreklom od vise endogenih fluorofora) obezbeduje obrise hepatocitnih nizova
visokog kontrasta, ¢ine¢i je pogodnom za robusnu strukturnu analizu. Medutim, varijabilni
citoplazmatski signal na autofluorescentnim mikrografijama moze zamagliti precizne obrise
nukleusa. Kako bi se osigurala tacnost podataka o celularnosti, brojanje nukleusa je izvrSeno na
zasebnim presecima obojenim hematoksilinom, snimljenim koriS¢enjem objektiva 20x na
svetlosnom mikroskopu Leica DMRB (2592x1944 piksela). Konac¢na vrednost je izrazena kao
prosecan broj sa tri nasumi¢no odabrana polja mreze dimenzija 121,5x121,5 pm po slici.

3.5.4. Relativna masa tkiva

Relativna masa tkiva izraZena je kao procenat ukupne telesne mase koriS¢enjem formule:

masa tkiva [g]

x100.

relativna masa tkiva [%] = Rupna telesna masa [g]

3.6. Odredivanje koncentracije biohemijskih parametara

Koncentracija TAG, ukupnog holesterola, HDL (eng. high density lipoprotein), LDL (eng.
low density lipoprotein), glukoze, kreatinina, laktata, mokra¢ne kiseline, B-hidroksibutirata,
transferina i gvozda i aktivnost lipoproteinske lipaze iz plazme pacova odredena je na hemijskom
analizatoru Mindray Clinical Chemistry Analyzer BS-240 (Mindray, Senzen, NR Kina).
Koncentracija uree iz seruma odredena je na aparatu ILab 300+ (Instrumentation Laboratory,
Milano, Italija). Indeks ateroskleroze (IA) izracunat je kao odnos koncentracije ukupnog holesterola
i HDL holesterola (ukupni holesterol/HDL), dok je faktor rizika za kardiovaskularne bolesti (eng.
cardiovascular diseases, CVD) izracunat kao odnos LDL i HDL (LDL/HDL).
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3.7. Statisti¢ka obrada rezultata

Sve statisticke analize su izvrSene koriS¢enjem softvera GraphPad Prism verzija 8.4.3
(GraphPad Software, San Dijego, CA, SAD). Podaci su prvo testirani na normalnost raspodele
koris¢enjem Shapiro-Wilk testa. Za procenu razlika povezanih sa starenjem medu grupama na
sobnoj temperaturi (3, 6 i 24 meseca), koriS¢ena je jednofaktorska analiza varijanse (eng. one-way
ANOVA) pracena Tukey post hoc testom kada su ispunjene pretpostavke normalnosti. Za podatke
koji nisu zadovoljili pretpostavke normalnosti, kori$¢en je neparametarski Kruskal-Wallis test sa
Dunn post hoc testom.

Za poredenje pacova starih 24 meseca koji su boravili na 4 °C (od 6. do 24. meseca starosti)
u odnosu na grupu iste starosti na sobnoj temperaturi, koriscen je t-test za nezavisne uzorke ili, u
slu¢ajevima odsustva Gausove raspodele, Mann-Whitney U test. Odnos izmedu FD i BN u BAT
procenjen je koris¢enjem Spirmanove korelacije i linearne regresione analize. Vrednost p < 0,05
smatrana je statistiCki znac¢ajnom. Podaci su prikazani kao srednja vrednost & standardna greska
srednje vrednosti (SEM) ili srednja vrednost + standardna devijacija (SD).
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4. REZULTATI

4.1. Analiza promena telesne mase i unosa hrane tokom hronoloskog starenja pacova
na sobnoj temperaturi i na hladno¢i

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi zabeleZeno je progresivno povecanje
telesne mase pacova (Sl. 8a). Naime, pacovi starosti 24 meseca pokazuju vi$u telesnu masu kako u
odnosu na pacove starosti 6 meseci (p < 0,001), tako i u odnosu na jedinke starosti 3 meseca (p <
0,001). Takode, pacovi starosti 6 meseci imaju visu telesnu masu u poredenju sa tromesecnim
zivotinjama (p < 0,001). Za razliku od promena na sobnoj temperaturi, pacovi uzrasta 24 meseca
koji su bili izlagani niskoj temperaturi od 6. do 24. meseca starosti pokazuju nizu telesnu masu u
odnosu na pacove iste starosti koji su boravili na sobnoj temperaturi (p < 0,001) (SI. 8a).

Na Slici 8b prikazan je prose¢an unos hrane po danu pracen od 6. do 24. meseca starosti
pacova. Zivotinje uzrasta 24 meseca koje su bile izlagane niskoj temperaturi od 6. do 24. meseca
starosti pokazuju kontinuiranu hiperfagiju u odnosu na pacove iste starosti koji su boravili na sobnoj
temperaturi (p < 0,001).

a Telesna masa pacova b Prosec¢an unos hrane
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Sl. 8. Promene telesne mase pacova (a) i prose¢hog unosa hrane (b) tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi 1 na hladno¢i. Statisticka znac¢ajnost: * Razlike izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 meseca koji su
boravili na 22 + 1 °C (***p < 0,001); * Razlike izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1
°C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4 + 1 °C (*#p < 0,001). Na grafikonu za telesnu masu prikazane
su srednje vrednosti = SEM, dok su na grafikonu za prose¢an unos hrane prikazane srednje vrednosti + SD.
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4.2. Analiza biohemijskih parametara u cirkulaciji tokom starenja

Analiza biohemijskih parametara u sistemskoj cirkulaciji (Tabela 2) otkriva specifi¢ne
obrasce promena tokom hronoloSkog starenja na sobnoj temperaturi (kod pacova uzrasta 3, 6 i 24
meseca) i nakon dugotrajnog izlaganja pacova niskoj temperaturi (od 6. do 24. meseca starosti —
grupa 24m 4 °C u Tabeli 2).

Kada je u pitanju lipidni profil, koncentracije TAG i HDL ostaju nepromenjene tokom
hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi. Sa druge strane, ukupni holesterol je povisen kod
pacova starosti 6 i 24 meseca (p < 0,05) u poredenju sa tromese¢nim Zivotinjama. Koncentracija
LDL je visa u grupi od 24 meseca u odnosu na pacove stare 3 (p < 0,01) i 6 meseci (p < 0,05).
Aktivnost lipoproteinske lipaze je snizena kod Sestomese¢nih pacova u odnosu na mlade (p < 0,05).
Ovakve promene u lipidnom statusu pracene su porastom indeksa rizika; 1A je povisen kod najstarije
grupe na sobnoj temperaturi u poredenju sa tromese¢nim pacovima (p < 0,05). Faktor rizika za CVD
je visi kod pacova starosti 24 meseca u odnosu na grupe od 3 (p < 0,001) i 6 meseci (p < 0,01).
Dugotrajno izlaganje niskoj temperaturi kod starih pacova (24 meseca) povezano je sa daljim
porastom koncentracije ukupnog holesterola (p < 0,01) u poredenju sa pacovima iste starosti koji su
boravili na sobnoj temperaturi. Ovaj porast je pracen izrazito povisenom koncentracijom HDL (p <
0,001) 1 visSom aktivno$¢u lipoproteinske lipaze (p < 0,05) u grupi izlaganoj hladno¢i, dok LDL
ostaje na nivou slicnom onom U grupi starih pacova na sobnoj temperaturi. Ove razlike se reflektuju
na pad faktora rizika za CVD (p <0,001) uz primetan opadajuéi trend za IA kod dvogodisnjih pacova
dugotrajno izlaganih niskoj temperaturi u odnosu na vr$njac¢ku grupu na sobnoj temperaturi.

Koncentracije glukoze, laktata, B-hidroksibutirata i kreatinina se ne menjaju znacajno ni
tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi ni nakon dugotrajnog izlaganja starih pacova
niskoj temperaturi.

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, koncentracija mokraéne kiseline je
povisena kod dvogodi$njih pacova u odnosu na tromeseéne (p < 0,05), dok urea ostaje
nepromenjena. Nasuprot tome, kod starih pacova izlaganih niskoj temperaturi, koncentracija uree je
povisena (p < 0,05) u odnosu na pacove iste starosti na sobnoj temperaturi. Istovremeno, iako
koncentracije mokraéne kiseline i kreatinina ne pokazuju znacajne razlike, primetan je opadajuci
trend na hladno¢i u poredenju sa grupom starih pacova na sobnoj temperaturi.

Konac¢no, koncentracije transferina i gvozda se ne menjaju znacajno tokom hronoloskog
starenja na sobnoj temperaturi. Dugotrajno izlaganje starih pacova niskoj temperaturi povezano je
sa porastom koncentracije gvozda (p < 0,05) u poredenju sa grupom starih jedinki na sobnoj
temperaturi, dok koncentracija transferina ostaje nepromenjena pod uticajem hladnoce.
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Tabela 2. Rezultati analize biohemijskih parametara u cirkulaciji pacova

Parametar 3m 6m 24m 24m 4°C
TAG [mmol/L] 1,1+0,30 1,240,35 1,240,28 1,240,26
Ukupni holesterol [mmol/L] 1,4+0,11 1,5+0,09* 1,9+0,08* 2,7+0,10%
HDL [mmol/L] 0,36+0,04 0,35+0,03 0,39+0,05 0,66+0,12%#
LDL [mmol/L] 0,15+0,06 0,17+0,05 0,32+0,04**" 0,30+0,06
Lipoproteinska lipaza [J/L] 13,3+2,0 7,0+1,7* 11,3+1,5 23,645,4%
IA (ukupan holesterol/HDL) 3,9+0,5 4,1+0,3 5,1+1,0* 4,3+0,5
Faktor rizika za CVD 0431017  047+0,12  0,82+0,15***™  (,45+0,05"
(LDL/HDL)

Glukoza [mmol/L] 6,910,6 7,240,8 7,5+0,9 7,6+0,9
Kreatinin [pmol/L] 59,3+7,3 67,819,6 67,719,4 57,6111
Laktat [mmol/L] 4,3+0,8 4,011 3,4+0,4 3,2+0,6
Urea [mmol/L] 6,4+0,3 6,6+0,09 6,2+0,1 8,9+0,5"
Mokra¢na Kkiselina [umol/L] 79+28 153195 342+161* 170+61
B-hidroksibutirat [nmol/L] ~ 0,33+0,06 0,2340,02 0,23+0,04 0,23+0,02
Transferin [pmol/L] 13,9+1,4 14+1,0 14,1+0,8 15+1,2
Gvozde [pmol/L] 78,3+14,9  785%15,8 62,2+16,2 86,7+11,4"

Skracenice: TAG — triacilgliceroli; HDL — lipoprotein visoke gustine; LDL — lipoprotein niske
gustine; IA — indeks ateroskleroze; CVD — kardiovaskularne bolesti (eng. cardiovascular diseases).
Statisticka znac¢ajnost: * Razlike u odnosu na pacove starosti 3 meseca (*p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001); m Razlike u odnosu na pacove starosti 6 meseci (mp < 0,05; mmp < 0,01); # Razlike
izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili
na4+1°C (#p < 0,05; ##p < 0,01; ###p < 0,001). U tabeli su prikazane srednje vrednosti + SD.
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4.3. Analiza strukturnog remodeliranja i redoks-metaboli¢kog reprogramiranja BAT
tokom hronoloskog starenja pacova na sobnoj temperaturi i na hladnodi

4.3.1. Fraktalna i morfometrijska analiza

Kvalitativna procena mikrografija tkivnih preseka obojenih hematoksilinom pokazala je
povecanje veli¢ine lipidnih tela tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, dok je
dugotrajno izlaganje hladno¢i bilo povezano sa paucilokularnim izgledom (ve¢im brojem manjih
lipidnih tela). Kvantifikacija strukturne slozenosti putem FD pokazuje da je starenje povezano sa
opadanjem FD (p < 0,001). Sa druge strane, dugotrajno izlaganje hladno¢i kod starih pacova
povezano je sa povecanjem relativne mase BAT (p < 0,001) i porastom FD (p < 0,001) i BN (p <
0,01), uz istovremeno smanjenje Lac (p < 0,05). Analiza korelacije i regresije izmedu FD i BN
pokazuje da se negativna korelacija uo¢ena kod pacova starosti 3 meseca (r = -0,6832, p < 0,05)
gubi sa starenjem, a da se odsecci kriva regresije (eng. regression intercepts) razlikuju izmedu
pacova starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na sobnoj temperaturi (p < 0,05), Sto implicira da
razlike u FD ne zavise od BN. Medutim, dugotrajno izlaganje pacova niskoj temperaturi znac¢ajno
menja ovaj odnos, pri ¢emu se kod jedinki izlaganih hladnoé¢i od 6. do 24. meseca starosti uocava
pozitivna korelacija izmedu FD i BN (r = +0,6331, p < 0,05), dok je kod pacova starosti 24 meseca
koji su boravili na sobnoj temperaturi zadrzan blagi negativni trend. Stavise, nagibi kriva regresije
se znacajno razlikuju izmedu dvogodis$njih pacova dugotrajno izlaganih hladno¢i i pacova iste
starosti koji su boravili na sobnoj temperaturi (SI. 9).

4.3.2. Aktivnosti enzima antioksidativne odbrane i kolicina glutationa

U BAT, hronolosko starenje na sobnoj temperaturi povezano je sa Smanjenjem aktivnosti
GSH-Px, $to je uoceno i kod pacova starih 6 meseci i kod pacova starih 24 meseca u odnosu na
grupu mladih (p < 0,05). Nasuprot tome, dugotrajno izlaganje hladno¢i kod pacova starosti 24
meseca bilo je povezano sa povecanjem aktivnosti CAT, GSH-Px (p <0,01) i TR (p <0,05), kao i
ukupnog sadrzaja GSH (p < 0,01), u poredenju sa grupom pacova istog uzrasta koja je boravila na
sobnoj temperaturi. Prose¢na aktivnost CAT 1 koli¢ina GSH su se udvostrucili, dok se aktivnost
GSH-Px utrostrucila kod pacova izlaganih hladno¢i u poredenju sa grupom iste starosti na sobnoj
temperaturi. Aktivnosti izoformi SOD, kao ni GR i GST se nisu zna¢ajno menjale izmedu grupa (SI.
10).
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SI. 9. Fraktalna i morfometrijska analiza BAT tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi i na
hladno¢i. (a) Reprezentativne mikrografije preseka obojenih hematoksilinom. Bar: 100 pm. (b) Relativna
masa tkiva. (c¢) Fraktalna dimenzija (FD). (d) Lakunarnost (Lac). (e) Broj nukleusa (BN). (f) Linearna
regresija i Spirmanova korelaciona analiza ranga izmedu FD i BN. R?: koeficijent determinacije za linearnu
regresiju; r: koeficijent korelacije. * Razlike izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22
+1 °C (*p < 0,05; ***p < 0,001); # Razlike izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 4 + 1 °C
i pacova istog uzrasta koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05; "p < 0,01; "*p < 0,001). Prikazane su
srednje vrednosti + SEM.
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SI. 10. Aktivnosti enzima AD i ukupan GSH u BAT pacova tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi i na hladnoéi. (a) CuZnSOD; (b) MnSOD; (¢) CAT; (d) GSH-Px; (e) GR; (f) TR; (g) GST; (h)
ukupan GSH. * Razlike izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 £ 1 °C (*p < 0,05).
# Razlike izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su
boravili na 4 + 1 °C (*p < 0,05, *p < 0,01). Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + SD.
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4.3.3. Proteinska ekspresija komponenti antioksidativne odbrane

Analiza proteinske ekspresije komponenti AD u BAT (prikazana na Sl. 11) obuhvatila je
enzime koji vrSe dismutaciju Oz, enzime uklju¢ene u uklanjanje peroksida, kao i ostale
komponente glutationskog i tioredoksinskog ogranka AD.

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, proteinska ekspresija CuZnSOD i
MnSOD nije se zna¢ajno menjala izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 meseca. Medutim, za razliku od
proteinske ekspresije CuZnSOD koja se ne menja znacajno ni pod uticajem hladnoce, proteinska
ekspresija MnSOD je snizena (p < 0,01) kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno
izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj
temperaturi.

U kontekstu enzima uklju¢enih u uklanjanje peroksida, proteinska ekspresija GSH-Px1 i
PRDX3 nije se znacajno menjala izmedu grupa pacova starosti 3, 6 1 24 meseca koji su boravili na
sobnoj temperaturi. Sa druge strane, proteinska ekspresija CAT i GSH-Px4 je visa kod pacova
starosti 24 meseca u poredenju sa pacovima starosti 3 meseca koji su boravili na sobnoj temperaturi
(p < 0,05). Dugotrajno izlaganje niskoj temperaturi sredine bilo je povezano sa viSom proteinskom
ekspresijom CAT i GSH-Px1 (p < 0,05) i rastu¢im trendom ekspresije PRDX3, ali i sa niZzom
proteinskom ekspresijom GSH-Px4 (p < 0,05) uo¢enom kod pacova starosti 24 meseca dugotrajno
izlaganih niskoj temperaturi u poredenju sa Zivotinjama iste starosti koje su boravile na sobnoj
temperaturi.

Kada je re¢ o ostalim komponentama glutationskog i tioredoksinskog sistema, proteinska
ekspresija GR, TR, TRX i GCL nije se znac¢ajno menjala izmedu pacova starosti 3, 6 1 24 meseca
koji su boravili na sobnoj temperaturi. Takode, ni dugotrajno izlaganje hladno¢i nije bilo povezano
sa znacajnim promenama u proteinskoj ekspresiji GR, TR, TRX i GCL. Medutim, kod pacova
starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani hladno¢i proteinska ekspresija GR je sniZena u
poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi (p < 0,05).

Analiza izoformi GST pokazuje da je proteinska ekspresija GST pi (p < 0,05) i GST mu (p
< 0,01) povisena kod pacova starosti 24 meseca u poredenju sa tromese¢nim zivotinjama. Za razliku
od GST mu, dugotrajno izlaganje hladno¢i bilo je povezano sa nizom proteinskom ekspresijom GST
pi (p < 0,05) zabelezenom kod pacova starosti 24 meseca koji su bili izlagani niskoj temperaturi od
6. do 24. meseca u poredenju sa Zivotinjama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi.
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Sl. 11. Proteinska ekspresija komponenti AD u BAT pacova tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi i na hladnoci. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Razlike izmedu pacova
starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05; **p < 0,01). * Razlike izmedu pacova
starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4 + 1 °C (p <

0,05, #p < 0,01).
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4.3.4. Nivo proteinskih adukata sa 4-HNE

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, nivo proteinskih adukata sa 4-HNE
molekulskih masa od 65 do 70 kDa nije se znac¢ajno menjao. Nivo adukata molekulske mase 35 kDa
je povisen kod pacova starosti 6 meseci i 24 meseca (p < 0,05) u poredenju sa tromesecnim
jedinkama koje su boravile na sobnoj temperaturi, dok je nivo adukata molekulske mase oko 70-75
kDa, kao i ukupan nivo adukata (svih kvantifikovanih traka), visi kod Sestomesecnih pacova u
odnosu na mlade (p < 0,05). Nasuprot tome, ukupni nivo proteinskih adukata sa 4-HNE nije se
znacajno menjao kod starih pacova dugotrajno izlaganih hladno¢i u odnosu na zivotinje iste starosti

(24 meseca) koje su boravile na sobnoj temperaturi (SI. 12).
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Sl. 12. Ekspresija adukata proteina sa 4-HNE u BAT pacova tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao
konstitutivno eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Razlike
izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 £ 1 °C i pacova istog uzrasta koji su

boravili na 4 + 1 °C (p < 0,05).
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4.3.5. Proteinska ekspresija pAMPK, PGC-1a i Nrf2

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, kao i nakon dugotrajnog izlaganja starih
pacova niskoj temperaturi, nisu zabelezene znacajne promene u proteinskoj ekspresiji pAMPK 1
PGC-1a u BAT. Sa druge strane, zabelezena je poviSena proteinska ekspresija Nrf2 kod pacova
starosti 24 meseca u poredenju sa tromesecnim pacovima koji su boravili na sobnoj temperaturi (p
< 0,01). Kod pacova starosti 24 meseca koji su bili izlagani niskoj temperaturi od 6. do 24. meseca
u poredenju sa zivotinjama iste starosti kKoje su boravile na sobnoj temperaturi, doslo je do smanjenja
proteinske ekspresije Nrf2 (p < 0,05), ali ne ispod nivoa koji odlikuje tromese¢nu grupu pacova (SI.
13).
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Sl. 13. Proteinska ekspresija pAMPK, PGC-1a i Nrf2 u BAT pacova tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti = S.D. * Razlika izmedu pacova starosti
3 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (**p < 0,01). *Razlika izmedu pacova starosti 24 meseca koji su
boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4 + 1 °C (*p < 0,05).
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4.3.6. Proteinska ekspresija kompleksa respiratornog lanca i ATP sintaze

Proteinska ekspresija kompleksa II, III i IV, kao i ekspresija ATP sintaze, nisu se znacajno
menjale tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi u BAT. Belezi se samo povisena
proteinska ekspresija kompleksa I kod starih pacova u poredenju sa tromese¢nim jedinkama koje su
boravile na sobnoj temperaturi (p < 0,05). Za razliku od kompleksa II, I i IV ¢ija ekspresija se nije
menjala ni pod uticajem hladnoce, proteinske ekspresije kompleksa I (p < 0,05) i ATP sintaze (p <
0,01) su bile izrazito povisene u grupi starih pacova dugotrajno izlaganih niskoj temperaturi u
poredenju sa pacovima iste starosti (24 meseca) koji su boravili na sobnoj temperaturi, vidno
nadilazeéi nivoe ekspresije zabelezene i u ostalim grupama na sobnoj temperaturi (SI. 14).
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Sl. 14. Proteinska ekspresija kompleksa respiratornog lanca (I-1V) i ATP sintaze u BAT pacova tokom
hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na
B-actin kao konstitutivno eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti £ S.D. *
Razlika izmedu pacova starosti 3 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05). * Razlike izmedu
pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravilina4 +1 °C
(*p < 0,05; *p < 0,01).
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4.3.7. Proteinska ekspresija UCP1

Proteinska ekspresija UCP1 u BAT je snizena kod starih pacova (24 meseca) u odnosu na
mlade, tromesecne zivotinje (p < 0,05). Nasuprot tome, kod starih pacova dugotrajno izlaganih
niskoj temperaturi proteinska ekspresija UCP1 je poviSena u odnosu na grupu pacova iste starosti
koja je boravila na sobnoj temperaturi (p < 0,01), vidno nadilaze¢i nivoe ekspresije zabeleZene 1 u
ostalim grupama na sobnoj temperaturi za oko 50% (SI. 15).
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Sl. 15. Proteinska ekspresija dekuplujuéeg proteina 1 (UCP1) u BAT pacova tokom hronoloskog starenja
na sobnoj temperaturi i na hladnoéi. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao
konstitutivno eksprimirani protein. Na grafikonu su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Razlika izmedu
pacova starosti 3 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05). * Razlike izmedu pacova starosti
24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4 + 1 °C (*p < 0,01).
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4.3.8. Proteinska ekspresija glikolitickog enzima GAPDH

Proteinska ekspresija gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH) u BAT se ne menja
znacajno tokom hronoloSkog starenja na sobnoj temperaturi. Sa druge strane, kod starih pacova
dugotrajno izlaganih niskoj temperaturi proteinska ekspresija GAPDH je poviSena u odnosu ha
grupu pacova iste starosti koja je boravila na sobnoj temperaturi (p < 0,05), vidno nadilazeci nivoe
ekspresije zabeleZene i u ostalim grupama na sobnoj temperaturi za oko 50% (SI. 16).
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Sl. 16. Proteinska ekspresija gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH) u BAT pacova tokom
hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na
B-actin kao konstitutivno eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D. *
Razlika izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su
boravilina 4 + 1 °C (*p < 0,05).
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4.4. Analiza strukturnog remodeliranja i redoks-metaboli¢kog reprogramiranja
rWAT tokom hronoloskog starenja pacova na sobnoj temperaturi i na hladno¢i

4.4.1. Morfometrijska analiza

Histoloskom analizom tkiva uoceni su tipi¢ni unilokulusni adipociti u rWAT (Sl. 17a).
Analiza raspodele pre¢nika adipocita kod pacova koji su boravili na sobnoj temperaturi pokazuje da
stari pacovi imaju veéi udeo veoma velikih adipocita (Sl. 17¢), §to je u skladu sa trendom povecanja
prosec¢nog dijametra adipocita (SI. 17b) i relativne mase tkiva (SI. 17d), kod pacova starih 24 meseca
U odnosu na tromese¢ne pacove. Nasuprot tome, dugotrajno izlaganje hladno¢i bilo je povezano sa
smanjenjem pre¢nika adipocita (p < 0,001; SI. 17b) i relativne mase depoa (p < 0,001; Sl. 17d),
pomerajuci raspodelu dijametra ka manjim adipocitima (Sl. 17c), kod dvogodisnjih pacova u
poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi.

M4 . - -, 'Y s . s W 3 3 3 A ¥ 3
Ay 4 5 S S00 pm 4 300 jim E p\ g E . 00
@ D L b 00 pm Bz 2 % s N 3 f J R S0 ) i

Prosecni prec¢nik adipocita

Raspodela preénika adipocita Relativna masa tkiva
80 e
Rk kokk — 351 1.0
T f ] 2 % 3m diiad
= i o il = 6m IS ‘
© O 254 =y 0.8
5 709 o] i 4 24m ] T
8 B 20- S @
£ 65 S / —*- 24m 4°C € (6-
B S 154 b \ s
] = 4 N % 0.4+
£ 55 B 8-y ®
50 0 T T T T T T T 0.2
P S S S S S S
<& & & o0 LR PPN & & & o0
IE LA av B Ty 7 @ e v@“
Y
v preénik adipocita [pm] v

Sl. 17. Morfometrijska analiza rwAT tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi i na hladnoéi.
(a) Reprezentativne mikrografije preseka rWAT obojenih hematoksilinom. Bar: 500 pm. (b) Prosean
precnik adipocita. (c) Raspodela pre¢nika adipocita po klasama veli¢ine. (d) Relativna masa rtWAT. *
Razlike izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (***p < 0,001); * Razlike
izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4
+1 °C (**p < 0,001). Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + SEM.
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4.4.2. Aktivnosti enzima antioksidativne odbrane i kolic¢ina glutationa

U rWAT, hronolosko starenje bilo je povezano sa smanjenjem aktivnosti CAT (p < 0,05),
GSH-Px, GR (p<0,01), GST i TR (p <0,05) kod pacova starih 6 i 24 meseca u poredenju sa grupom
starom 3 meseca. Ukupan sadrzaj GSH bio je smanjen kod pacova starih 6 meseci u odnosu na
tromesecnu grupu (p < 0,01). Hroni¢ni efekat hladno¢e na rWAT kod starih pacova pokazao je
suprotan profil: u poredenju sa grupom iste starosti na sobnoj temperaturi, zabelezene su povisene
aktivnosti CAT, GSH-Px, GST (p <0,001), GR i TR, kao i povisen ukupan sadrzaj GSH (p < 0,01).
Aktivnosti izoformi SOD nisu se zna¢ajno menjale (Sl. 18).

4.4.3. Proteinska ekspresija komponenti antioksidativne odbrane

Analiza proteinske ekspresije komponenti AD u rWAT (prikazana na Sl. 19) obuhvatila je
enzime koji vrSe dismutaciju Oz, enzime ukljuCene u uklanjanje peroksida, kao i ostale
komponente glutationskog i tioredoksinskog ogranka AD.

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, proteinska ekspresija CuZnSOD i
MnSOD nije se znacajno menjala izmedu pacova starosti 3, 6 1 24 meseca. Medutim, proteinska
ekspresija CuZnSOD (p < 0,01) i MnSOD (p < 0,05) je snizena kod pacova starosti 24 meseca koji
su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile
na sobnoj temperaturi.

Kada su u pitanju enzimi ukljuceni u uklanjanje peroksida, proteinska ekspresija GSH-Px1
se nije znac¢ajno menjala tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi. Proteinska ekspresija
CAT je snizena kod pacova starosti 6 1 24 meseca (p < 0,01) u poredenju sa tromesecnim pacovima
koji su boravili na sobnoj temperaturi. Sli¢éno tome, proteinska ekspresija PRDX3 je snizena kod
Sestomesecnih pacova u odnosu na mlade (p < 0,05). Sa druge strane, proteinska ekspresija GSH-
Px4 je visa kod pacova starosti 24 meseca u poredenju sa pacovima starosti 3 meseca koji su boravili
na sobnoj temperaturi (p < 0,05). Proteinska ekspresija CAT i PRDX3 je povisena (p < 0,05), dok
je proteinska ekspresija GSH-Px1 (p < 0,05) i GSH-Px4 (p < 0,01) snizena kod pacova starosti 24
meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa Zivotinjama iste starosti
koje su boravile na sobnoj temperaturi.

Kada je re¢ o ostalim komponentama glutationskog i tioredoksinskog sistema, proteinska
ekspresija TR, TRX i GCL nije se znacajno menjala tokom hronolo$kog starenja na sobnoj
temperaturi. Proteinska ekspresija TR (p < 0,01) je snizena kod pacova starosti 24 meseca koji su
bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na
sobnoj temperaturi, dok se proteinske ekspresije TRX i GCL nisu znac¢ajno menjale pod uticajem
hladnoce.

Analiza izoformi GST pokazuje da je proteinska ekspresija GST pi poviSena kod pacova
starosti 24 meseca u poredenju sa tromese¢nim zivotinjama na sobnoj temperaturi (p < 0,01), dok
se ekspresija GST mu nije zna¢ajno menjala tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi. Za
razliku od GST pi ¢ija se ekspresija nije menjala pod uticajem hladnoée, proteinska ekspresija GST
mu je snizena (p < 0,05) kod pacova starosti 24 meseca koji su bili izlagani niskoj temperaturi od 6.
do 24. meseca u poredenju sa zivotinjama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi.
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Sl. 18. Aktivnosti enzima AD i ukupan GSH u rWAT pacova tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi i na hladnoéi. (a) CuZnSOD; (b) MnSOD; (c) CAT; (d) GSH-PX; (e) GR; (f) TR; (g) GST; (h)
ukupan GSH. * Razlike izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 £ 1 °C (*p < 0,05,
**p < 0,01). * Razlike izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta
koji su boravili na 4 + 1 °C (*p < 0,01, **p < 0,001). Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + SD.
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Sl. 19. Proteinska ekspresija komponenti AD u rWAT pacova tokom hronoloSkog starenja na sobnoj
temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Razlike izmedu pacova
starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05; **p < 0,01). * Razlike izmedu pacova

starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4 + 1 °C (*p <
0,05, #p < 0,01).
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4.4.4. Nivo proteinskih adukata sa 4-HNE

Analiza nivoa proteina koji su modifikovani posredstvom 4-HNE obuhvatila je detekciju i
kvantifikaciju adukata razli¢itih molekulskih masa u rtWAT. Ekspresija adukata molekulskih masa
50 kDa i 35-40 kDa nije se zna¢ajno menjala tokom hronoloSkog starenja na sobnoj temperaturi.
Medutim, zbirna analiza nivoa ekspresije ovih proteinskih adukata (u svim kvantifikovanim
trakama) pokazala je nizu ekspresiju kod pacova starosti 6 i 24 meseca u odnosu na tromesecne
jedinke (p < 0,05). Ovaj obrazac je evidentan u nivou proteinske ekspresije adukata molekulskih
masa 45-50 kDa i 30 kDa koja je snizena kod pacova starosti 24 meseca u odnosu na tromesecnu
grupu (p < 0,01 i p <0,05, respektivno), pri ¢emu su adukti oko 60 kDa, 45-50 kDa i 30 kDa sniZeni
kod Sestomese¢nih pacova u odnosu na tromese¢ne (p < 0,05). Nasuprot tome, nivo 4-HNE
modifikovanih proteina molekulskih masa oko 60 kDa, 50 kDa, 45-50 kDa i 30 kDa, kao i ukupnih
adukata (sve trake), povisen je kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj
temperaturi u poredenju sa zivotinjama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi (p < 0,01),
uz rastuéi trend nivoa adukata molekulske mase 35-40 kDa (SI. 20).
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Sl. 20. Ekspresija adukata proteina sa 4-HNE u rWAT pacova tokom hronoloSkog starenja na sobnoj
temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti £ S.D. * Razlike izmedu pacova
starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05; **p < 0,01). * Razlike izmedu pacova
starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4 + 1 °C (*p <
0,01).
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4.4.5. Proteinska ekspresija pAMPK, PGC-/a i Nrf2

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, nije zabelezena znaCajna promena u
proteinskoj ekspresiji pAMPK i Nrf2 u rwWAT, kao ni nakon dugotrajnog izlaganja starih pacova
niskoj temperaturi. Sa druge strane, ekspresija PGC-la pokazuje specifiéne promene tokom
hronoloskog starenja i nakon dugotrajnog izlaganja starih pacova hladno¢i. Naime, proteinska
ekspresija PGC-1a je snizena kod pacova starosti 24 meseca (p < 0,05) i 6 meseci (p < 0,01) u
poredenju sa tromese¢nim pacovima Koji su boravili na sobnoj temperaturi, a izrazito povisena (p <
0,001) kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju
sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi (SI. 21).
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Sl. 21. Proteinska ekspresija pAMPK, PGC-1a i Nrf2 u rWAT pacova tokom hronoloskog starenja na
sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na p-actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Razlike izmedu pacova
starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05; **p < 0,01). * Razlika izmedu pacova
starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4 + 1 °C (**p <
0,001).
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4.4.6. Proteinska ekspresija kompleksa respiratornog lanca i ATP sintaze

Proteinska ekspresija kompleksa II i kompleksa III nije se znacajno menjala tokom
hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi u rWAT, kao ni pod uticajem dugotrajnog izlaganja
starih pacova hladno¢i. Proteinska ekspresija kompleksa I je snizena kod pacova starosti 24 meseca
u poredenju sa tromesecnim i Sestomese¢nim (p < 0,01) jedinkama koje su boravile na sobnoj
temperaturi. Proteinska ekspresija kompleksa | je povisena (p < 0,05), dok je proteinska ekspresija
ATP sintaze snizena (p < 0,01) kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj
temperaturi (u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi), uz
opadajuci trend ekspresije tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi (SI. 22).
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Sl. 22. Ekspresija kompleksa 1, Il i 11l respiratornog lanca i ATP sintaze u rWAT pacova tokom

hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na
B-actin kao konstitutivno eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D. *
Razlike izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (**p < 0,01). * Razlika

izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4
+1°C (*p <0,05; *p < 0,01).
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4.4.7. Proteinska ekspresija UCP1

Proteinska ekspresija UCP1 u rWAT se nije znac¢ajno menjala tokom hronoloskog starenja
na sobnoj temperaturi, niti su zabeleZene znacajne promene u ekspresiji ovog proteina kod pacova
starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste

starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi, osim progresivno rastuceg trenda izmedu grupa (Sl.
23).
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Sl. 23. Proteinska ekspresija dekuplujuéeg proteina 1 (UCP1) u rWAT pacova tokom hronoloskog starenja
na sobnoj temperaturi i na hladnoéi. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao
konstitutivno eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D.
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4.5. Analiza strukturnog remodeliranja i redoks-metaboli¢kog reprogramiranja
gWAT tokom hronoloskog starenja pacova na sobnoj temperaturi i na hladno¢i

4.5.1. Morfometrijska analiza

U gWAT, histoloska analiza tkiva otkrila je tipi¢ne unilokulusne adipocite (Sl. 24a).
Relativna masa gWAT povecavala se sa starenjem (p < 0,01; Sl. 24d), $to je praceno veéim
prose¢nim precnikom adipocita (p < 0,001; Sl. 24b), kod pacova starosti 24 meseca u odnosu na
tromesecne jedinke na sobnoj temperaturi. Nasuprot tome, dugotrajno izlaganje hladno¢i kod starih
pacova bilo je povezano sa smanjenjem relativne mase depoa (p < 0,001) i dijametra adipocita (p <
0,001), u odnosu na stare pacove (24m) koji su boravili na sobnoj temperaturi. Ove promene odrazile
su se na raspodelu veli¢ine adipocita, gde su pacovi stari 24 meseca pokazali veéu ucestalost krupnih

adipocita, dok je izlaganje hladno¢i bilo povezano sa pomeranjem ka ve¢em broju sitnijih ¢éelija (SI.
24c).
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Sl. 24. Morfometrijska analiza gWAT tokom hronolo§kog starenja na sobnoj temperaturi i na hladnoéi.
(a) Reprezentativne mikrografije preseka gWAT obojenih hematoksilinom. Bar: 500 um. (b) Prosecan
precnik adipocita. (c) Raspodela precnika adipocita po klasama veli¢ine. (d) Relativna masa gWAT. *
Razlike izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 £ 1 °C (**p < 0,01; ***p < 0,001);
# Razlike izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su
boravili na 4 + 1 °C (**p < 0,001). Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + SEM.
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4.5.2. Proteinska ekspresija komponenti antioksidativne odbrane

Analiza proteinske ekspresije komponenti AD u gWAT (prikazana na Sl. 25) obuhvatila je
enzime koji vrSe dismutaciju O;", enzime ukljuene u uklanjanje peroksida, kao 1 ostale
komponente glutationskog i tioredoksinskog ogranka AD.

Tokom hronoloSkog starenja na sobnoj temperaturi, proteinska ekspresija MnSOD nije se
znaajno menjala. Medutim, proteinska ekspresija CuZnSOD je poviSena (p < 0,05) kod pacova
starosti 6 meseci u poredenju sa tromesecnim pacovima koji su boravili na sobnoj temperaturi.
Proteinska ekspresija CuZnSOD i MnSOD nije se znac¢ajno menjala kod pacova starosti 24 meseca
koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su
boravile na sobnoj temperaturi.

U pogledu enzima ukljucenih u uklanjanje peroksida, proteinska ekspresija CAT i PRDX3
nije se znacajno menjala tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi. Proteinska ekspresija
GSH-Px1 je snizena (p < 0,01), dok je proteinska ekspresija GSH-Px4 povisena (p < 0,01) kod
pacova starosti 24 meseca u poredenju sa tromesecnim pacovima koji su boravili na sobnoj
temperaturi. Proteinska ekspresija GSH-Px4 je snizena (p < 0,05) kod pacova starosti 24 meseca
koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su
boravile na sobnoj temperaturi, dok se ekspresije CAT, GSH-Px1 i PRDX3 nisu zna¢ajno menjale
pod uticajem hladnoce.

Kada je re¢ o ostalim komponentama glutationskog i tioredoksinskog sistema, proteinska
ekspresija TRX, GST mu i GCL nije se znacajno menjala tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi. Proteinska ekspresija GST pi je snizena (p < 0,01) kod pacova starosti 6 meseci, dok je
proteinska ekspresija TR povisena (p < 0,05) kod pacova starosti 24 meseca u poredenju sa
tromesecnim i Sestomese¢nim jedinkama na sobnoj temperaturi. Proteinska ekspresija GCL (p <
0,05) i GST pi (p <0,01) je povisena, dok je proteinska ekspresija TR (p < 0,05) snizena kod pacova
starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste
starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi. Proteinska ekspresija TRX i GST mu se nije znacajno
menjala pod uticajem hladnoce.
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Sl. 25. Ekspresija proteina komponenti AD u gWAT pacova tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti £ S.D. * Razlike izmedu pacova
starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05; **p < 0,01). * Razlike izmedu pacova
starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4 + 1 °C (*p <
0,05; #p < 0,01).
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4.5.3. Nivo proteinskih adukata sa 4-HNE

Analiza nivoa proteina koji su modifikovani posredstvom 4-HNE obuhvatila je detekciju i
kvantifikaciju adukata razli¢itih molekulskih masa u gWAT. Tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi, nivo 4-HNE modifikovanih proteina molekulskih masa od 65 do 70 kDa nije se
znacajno menjao. Nivo adukata molekulske mase 35 kDa je povisen kod pacova starosti 6 meseci i
24 meseca (p < 0,05) u poredenju sa tromese¢nim jedinkama koje su boravile na sobnoj temperaturi,
dok je nivo adukata molekulske mase oko 70-75kDa, kao i ukupan nivo adukata (svih
kvantifikovanih traka), vi$i kod Sestomese¢nih pacova u odnosu na mlade (p < 0,05). Nasuprot tome,
nivo proteinskih adukata sa 4-HNE nije se znacajno menjao kod starih pacova dugotrajno izlaganih

hladno¢i u odnosu na Zivotinje iste starosti (24 meseca) koje su boravile na sobnoj temperaturi (SI.
26).
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Sl. 26. Ekspresija adukata proteina sa 4-HNE u gWAT pacova tokom hronoloskog starenja ha sobnoj
temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Razlike izmedu pacova
starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 £ 1 °C (*p < 0,05).
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4.5.4. Proteinska ekspresija pAMPK, PGC-/a i Nrf2

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, nije zabelezena znaCajna promena u
proteinskoj ekspresiji pPAMPK i PGC-1a u gWAT, kao ni nakon dugotrajnog izlaganja starih pacova
niskoj temperaturi. Sa druge strane, ekspresija Nrf2 pokazuje specificne promene tokom
hronoloskog starenja i nakon dugotrajnog izlaganja starih pacova hladno¢i. Naime, proteinska
ekspresija Nrf2 je poviSena kod pacova starosti 24 meseca (p < 0,01) u poredenju sa tromesecnim
pacovima koji su boravili na sobnoj temperaturi, a snizena (p < 0,01) kod pacova starosti 24 meseca
koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su

boravile na sobnoj temperaturi, vracajuci se na nivo ekspresije zabeleZen u grupi tromesec¢nih pacova
(SI. 27).
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Sl. 27. Proteinska ekspresija pAMPK, PGC-1a i Nrf2 u gWAT pacova tokom hronoloS§kog starenja na
sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativho u odnosu na -actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Razlika izmedu pacova
starosti 3 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (**p < 0,01). * Razlika izmedu pacova starosti 24
meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4 + 1 °C (*p < 0,01).
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4.5.5. Proteinska ekspresija kompleksa respiratornog lanca i ATP sintaze

Proteinska ekspresija kompleksa II, kompleksa III i ATP sintaze nije se znacajno menjala
tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi u gWAT. Tako se proteinska ekspresija ispitanih
kompleksa respiratornog lanca nije znacajno menjala ni pod uticajem hladnoce, uz trendove
smanjenja, proteinska ekspresija ATP sintaze je znacajno snizena (p < 0,001) kod pacova starosti 24

meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje
su boravile na sobnoj temperaturi (SI. 28).
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Sl. 28. Proteinska ekspresija kompleksa respiratornog lanca (11 i 1l1) i ATP sintaze u gWAT pacova tokom

hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na
B-actin kao konstitutivno eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D. *

Razlika izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 £ 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili
na4+1°C (*p<0,001).
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4.5.6. Proteinska ekspresija glikolitickog enzima GAPDH

Proteinska ekspresija GAPDH u gWAT je sniZzena kod pacova starosti 6 (p < 0,01) i 24
meseca (p < 0,05) u odnosu na tromesec¢ne jedinke. Nasuprot tome, kod starih pacova dugotrajno
izlaganih niskoj temperaturi proteinska ekspresija GAPDH je poviSena u odnosu na grupu pacova
iste starosti koja je boravila na sobnoj temperaturi (p < 0,01) (SI. 29).
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Sl. 29. Proteinska ekspresija gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH) u gWAT pacova tokom
hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na
B-actin kao konstitutivno eksprimirani protein. Na grafikonu su prikazane srednje vrednosti = S.D. *
Razlike izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05; **p < 0,01). *
Razlika izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 £ 1 °C i pacova istog uzrasta koji su
boravili na 4 + 1 °C (*p < 0,01).
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4.6. Analiza strukturnog remodeliranja i redoks-metaboli¢kog reprogramiranja jetre
tokom hronoloskog starenja pacova na sobnoj temperaturi i na hladnodi

4.6.1. Fraktalna i morfometrijska analiza

Mikrografije histoloskih preseka jetre nisu pokazale oc¢igledne promene izmedu grupa (SI.
30a). Autofluorescentne mikrografije otkrile su slabo primetne nizove hepatocita ispresecane
tamnim, praznim prostorima koji odgovaraju sinusoidama (SI. 30b). Jetra starih pacova pokazala je
smanjenu relativnu masu (p < 0,05; SI. 30c) i FD (p < 0,05; SI. 30d) u poredenju sa grupom od 3
meseca. Medutim, dugotrajno izlaganje hladno¢i kod starih pacova bilo je povezano sa suprotnim
profilom istih parametara, odnosno povecanjem relativne mase i FD (p < 0,01) u odnosu na grupu
iste starosti na sobnoj temperaturi. Lac se nije znacajno menjala ni u jednoj od poredenih grupa (SI.
30e). BN je bio smanjen kod zrelih adulta u poredenju sa mladim pacovima (p < 0,01), dok je kod
starih pacova uocen porast BN u odnosu na zrele (p < 0,001; SI. 30f).
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Sl. 30. Fraktalna i morfometrijska analiza jetre tokom hronoloSkog starenja na sobnoj temperaturi i na
hladno¢i. (a) Reprezentativne mikrografije preseka jetre obojenih hematoksilinom. Bar: 200 um. (b)
Reprezentativne mikrografije autofluorescencije hepati¢nog tkiva. Bar: 75 pum. (c) Relativna masa tkiva.
(d) Fraktalna dimenzija (FD). (e) Lakunarnost (Lac). (f) Broj nukleusa (BN). * Razlike izmedu pacova
starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001); * Razlike
izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 4 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 22
+1°C (*p < 0,01). Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti = SEM.
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4.6.2. Aktivnosti enzima antioksidativne odbrane i kolic¢ina glutationa

U jetri, svi mereni parametri AD (aktivnosti CuZnSOD, MnSOD, CAT, GSH-Px, GR, TR,
GST i ukupan sadrzaj GSH) nisu se znacajno menjali izmedu oglednih grupa, pokazujuéi stabilnost
tokom hronoloskog starenja i nakon dugotrajnog izlaganja hladno¢i (SI. 31).
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Sl. 31. Aktivnosti enzima AD i ukupan GSH u jetri pacova tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi i na hladno¢i. (a) CuZnSOD; (b) MnSOD; (¢) CAT; (d) GSH-PX; (e) GR; (f) TR; (g) GST; (h)
ukupan GSH. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + SD.
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4.6.3. Proteinska ekspresija komponenti antioksidativne odbrane

Analiza proteinske ekspresije komponenti AD u jetri (prikazana na Sl. 32) obuhvatila je
enzime koji vrSe dismutaciju O;", enzime ukljuene u uklanjanje peroksida, kao 1 ostale
komponente glutationskog i tioredoksinskog ogranka AD.

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, proteinska ekspresija svih ispitanih
komponenti AD (CuzZnSOD, MnSOD, CAT, GSH-Px1, GSH-Px4, GR, TR, TRX, PRDX3, GGT,
GCL, GST pi i GST mu) nije se zna¢ajno menjala izmedu pacova starosti 3, 6 1 24 meseca.

Kada je re¢ o efektima hladnoce, proteinska ekspresija mitohondrijskih enzima MnSOD i
PRDX3 je povisena (p < 0,01), Sto je praceno istosmernom promenom ekspresije enzima ukljucenih
u metabolizam glutationa, GGT i GCL (p < 0,01), kod pacova starosti 24 meseca koji su bili
dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na
sobnoj temperaturi. Sa druge strane, ekspresija citoplazmatskih enzima GSH-Px1 i TR je sniZena (p
< 0,05) kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju
sa zivotinjama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi. Proteinska ekspresija CuZnSOD,
CAT, GSH-Px4, GR, TRX, GST pi i GST mu nije se zna¢ajno menjala ni pod uticajem hladnoce.

4.6.4. Nivo proteinskih adukata sa 4-HNE

Analiza nivoa proteina koji su modifikovani posredstvom 4-HNE obuhvatila je detekciju i
kvantifikaciju adukata razli¢itih molekulskih masa u jetri (SI. 33). Tokom hronoloskog starenja na
sobnoj temperaturi, nivo 4-HNE modifikovanih proteina molekulskih masa izmedu 35 i 100 kDa,
kao 1 ukupnih adukata (sve trake), nije se znacajno menjao. Medutim, analiza nivoa ekspresije
adukata proteina oko 30 kDa sa 4-HNE pokazuje pad tokom hronoloS§kog starenja na sobnoj
temperaturi, kod pacova starosti 6 i 24 meseca u odnosu na mlade jedinke (p < 0,05 i p < 0,01,
respektivno).

Nasuprot tome, nivo 4-HNE modifikovanih proteina molekulskih masa oko 45 kDa i 40 kDa
je povisen (p < 0,05) kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj
temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi. Nivo
ostalih adukata, kao i ukupnih adukata, nije se znacajno menjao pod uticajem hladnoce (SI. 33).
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istog uzrasta koje su boravile na 4 + 1 °C (*p < 0,05; *p < 0,01).
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Sl. 33. Ekspresija adukata proteina sa 4-HNE u jetri pacova tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D.* Razlike izmedu pacova
starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05, **p < 0,01). * Razlike izmedu pacova

starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i zivotinja istog uzrasta koje su boravile na 4 + 1 °C ("p <
0,05).
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4.6.5. Proteinska ekspresija pAMPK i PGC-1a

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, proteinska ekspresija pAMPK 1 PGC-
la nije se znacajno menjala u jetri. Takode, proteinska ekspresija pAMPK i PGC-1a nije se znacajno
menjala kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u
poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi (Sl. 34).
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Sl. 34. Proteinska ekspresija pAMPK i PGC-1a u jetri pacova tokom hronoloskog starenja ha sobnoj
temperaturi i na hladnoc¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D.
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4.6.6. Proteinska ekspresija kompleksa respiratornog lanca i ATP sintaze

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, proteinska ekspresija kompleksa I,
kompleksa III, kompleksa IV i ATP sintaze nije se znafajno menjala. Proteinska ekspresija

kompleksa II je snizena (p < 0,01) kod pacova starosti 24 meseca u poredenju sa tromesecnim
pacovima koji su boravili na sobnoj temperaturi.

Proteinska ekspresija kompleksa respiratornog lanca (I-IV) i ATP sintaze nije se znacajno
menjala kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u
poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi (SI. 35).
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Sl. 35. Ekspresija kompleksa respiratornog lanca (I-1V) i ATP sintaze u jetri pacova tokom hronoloskog
starenja na sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na p-actin kao
konstitutivno eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Razlika izmedu
pacova starosti 3 i 24 meseca koji su boravilina 22 £ 1 °C (**p < 0,01).
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4.6.7. Proteinska ekspresija citrat sintaze

Proteinska ekspresija citrat sintaze (CS) u jetri se nije znacajno menjala tokom hronoloskog
starenja na sobnoj temperaturi, niti su zabelezene znacajne promene u ekspresiji ovog proteina kod
pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa
jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi (Sl. 36).
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Sl. 36. Proteinska ekspresija citrat sintaze (CS) u jetri pacova tokom hronoloSkog starenja na sobnoj
temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonu su prikazane srednje vrednosti £ S.D.
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4.6.8. Proteinska ekspresija PCK2, mitohondrijskog enzima glukoneogeneze

Proteinska ekspresija PCK2 je snizena kod pacova starosti 6 meseci i 24 meseca (p < 0,05)
u poredenju sa tromesecnim jedinkama koje su boravile na sobnoj temperaturi. Nasuprot tome,
proteinska ekspresija PCK2 je poviSena (p < 0,01) kod pacova starosti 24 meseca koji su bili
dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na
sobnoj temperaturi (SI. 37).
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Sl. 37. Proteinska ekspresija fosfoenolpiruvat karboksikinaze 2 (PCK2) u jetri pacova tokom hronoloskog
starenja na sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na p-actin kao
konstitutivno eksprimirani protein. Na grafikonu su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Razlike izmedu
pacova starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05). *Razlika izmedu pacova starosti
24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4 + 1 °C (*p < 0,01).
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4.6.9. Ekspresija mitohondrijskih proteina ukljucenih u transport i p-oksidaciju masnih kiselina

Proteinska ekspresija CPT1A je sniZzena kod pacova starosti 6 meseci i 24 meseca (p < 0,01),
dok je proteinska ekspresija ACADM snizena kod pacova starosti 24 meseca (p < 0,05) u poredenju
sa tromese¢nim pacovima koji su boravili na sobnoj temperaturi (SI. 38).

Kada je re€ o uticaju hladnoce, proteinska ekspresija CPT1A (p <0,05) i ACADM (p <0,01)
je povisena kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u
poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi (SI. 38).
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Sl. 38. Proteinska ekspresija karnitin palmitoiltransferaze 1A (CPT1A) i acil-CoA dehidrogenaze
(ACADM) u jetri pacova tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo
izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao konstitutivno eksprimirani protein. Na grafikonima su
prikazane srednje vrednosti £ S.D. * Razlike izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na
22 + 1 °C (*p < 0,05; **p < 0,01). * Razlike izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1
°C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4 + 1 °C (*p < 0,05; *p < 0,01).
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4.7. Analiza redoks-metaboli¢kog reprogramiranja skeletnog misi¢a tokom
hronoloskog starenja pacova na sobnoj temperaturi i na hladno¢i

4.7.1. Relativna masa

Relativna masa skeletnog misi¢a je snizena kod pacova starih 24 meseca u poredenju sa
tromesecnim pacovima (p < 0,01). Dugotrajno izlaganje starih pacova hladno¢i nije bilo povezano
sa znacajnim promenama u relativnoj masi misi¢a u odnosu na pacove iste starosti (24 meseca) koji
su boravili na sobnoj temperaturi (SI. 39).
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Sl. 39. Relativna masa skeletnog misi¢a pacova tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi i na

hladno¢i. * Razlika izmedu pacova starosti 3 i 24 meseca koji su boravili na 22 £ 1 °C (**p < 0,01). Na
grafikonu su prikazane srednje vrednosti = SEM.
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4.7.2. Aktivnosti enzima antioksidativne odbrane i kolicina glutationa

U skeletnom misi¢u, hronolosko starenje bilo je povezano sa povecanjem aktivnosti GST u
poredenju sa grupama starim 3 (p < 0,001) i 6 meseci (p < 0,01). Nisu zabeleZzene znacajne razlike
u aktivnostima ostalih enzima AD (SOD, GSH-Px, GR, TR) izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 meseca
na sobnoj temperaturi. Dugotrajno izlaganje hladnoci kod starih pacova povezano je sa povecanjem
aktivnosti GSH-Px (p < 0,01), GR (p < 0,05), GST (p < 0,001) i TR (p < 0,01) u poredenju sa
pacovima iste starosti koji su boravili na sobnoj temperaturi. Aktivnosti izoformi SOD i koli¢ina
GSH nisu se zna¢ajno menjali izmedu grupa (SI. 40). Aktivnost CAT u miSic¢u nije bila merljiva.

4.7.3. Proteinska ekspresija komponenti antioksidativne odbrane

Analiza proteinske ekspresije komponenti AD u skeletnom miSi¢u (prikazana na Sl. 41)
obuhvatila je enzime koji vrSe dismutaciju Oz, enzime ukljucene u uklanjanje peroksida, kao i
ostale komponente glutationskog i tioredoksinskog ogranka AD.

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, proteinska ekspresija CuZnSOD |
MnSOD nije se znacajno menjala izmedu pacova starosti 3, 6 1 24 meseca. Proteinska ekspresija
MnSOD (p <0,05) je povisena kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj
temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi, dok se
ekspresija CuZnSOD nije znacajno menjala pod uticajem hladnoce.

U kontekstu enzima ukljucenih u uklanjanje peroksida, proteinska ekspresija CAT, GSH-
Px4 i PRDX3 nije se znaCajno menjala tokom hronoloSkog starenja na sobnoj temperaturi.
Proteinska ekspresija GSH-Px1 je snizena (p < 0,05) kod pacova starosti 24 meseca u poredenju sa
tromeseCnim pacovima koji su boravili na sobnoj temperaturi. Proteinska ekspresija CAT, GSH-
Px1, GSH-Px4 i PRDX3 nije se znacajno menjala kod pacova starosti 24 meseca koji su bili
dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na
sobnoj temperaturi.

Kada je re¢ o ostalim komponentama glutationskog i tioredoksinskog sistema, proteinska
ekspresija GR, TRX 1 GCL nije se znafajno menjala tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi. Proteinska ekspresija TR (p < 0,05) i GST pi (p < 0,01) je sniZzena, dok je proteinska
ekspresija GST mu (p <0,001) povisena kod pacova starosti 24 meseca u poredenju sa tromeseénim
jedinkama na sobnoj temperaturi. Proteinske ekspresije GR, TR i TRX (p < 0,05), kao i izoformi
GST, pi (p <0,05) i mu (p<0,01), povisene su kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno
izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj
temperaturi. Proteinska ekspresija GCL se nije znac¢ajno menjala ni pod uticajem hladnoce.

64



nM NADPH min-* mg proteina

CuZnSOD b MnSOD
10 49
g o S 3-
3 ‘S
° 64 T <
= = I 22 == ==
& 4 A ==
E £ 1
= 24 -
0 T T 0 T T
5& 66\ ,‘}& b"’o 45& 6& "\.b'@ °‘o(J
<&
,‘} ’1?‘(0
GSH-Px d GR
400+ o 257 #
.‘%
300- idi g 207
k)
g 159 T T
2007 E L T
£ 10
] 5 = T
100 J_ — § 5
=z
0 T T % 0 T T
& < < < & &
o © o> &hoo S © > &uo(l
0 ¥
TR GST
## f HiH
.E 8- [ 1 100 —
£ 2
g ed T % 80 KKk
B T —F & o |
£ T 5 @ 22
£ 47 3
£ T 404
z 5 - -
% 24 T ==
g w204
z o
=
<0 T T % 0 T T
& & <&
o © B 6\,"(’ & & S 6‘;0
0 o
GSH
g
600
2
Z 404 T T
o T
5 alb
o
Z 200
0 T T
W& & m"&

SlI. 40. Aktivnosti enzima AD i ukupan GSH skeletnog miSi¢a pacova tokom hronoloskog starenja na
sobnoj temperaturi i na hladnoé¢i. (a) CuZnSOD; (b) MnSOD; (¢) GSH-Px; (d) GR; (e) TR; (f) GST; (g)
ukupan GSH. * Razlike izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 mesecana 22 + 1 °C (**p < 0,01, ***p < 0,001).
# Razlike izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i pacova istog uzrasta koji su
boravili na 4 + 1 °C (*p < 0,05, *p < 0,01, **p < 0,001). Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti +

SD.
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Sl. 41. Ekspresija proteina AD komponenti u skeletnom misi¢u pacova tokom hronoloskog starenja na
sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Razlike izmedu pacova
starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 £ 1 °C (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). * Razlike
izmedu pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 £ 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravili na 4
+1°C ("p <0,05,*p <0,01).
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4.7.4. Nivo proteinskih adukata sa 4-HNE

Analiza nivoa proteina koji su modifikovani posredstvom 4-HNE obuhvatila je detekciju i
kvantifikaciju adukata razli¢itih molekulskih masa u skeletnom misi¢u (Sl. 42). Tokom hronoloskog
starenja na sobnoj temperaturi, nivo 4-HNE modifikovanih proteina molekulskih masa 100 kDa (p
< 0,001), oko 80 kDa, 50 kDa i oko 35 kDa (p < 0,05), kao i ukupnih adukata (p < 0,01), snizen je
kod pacova starosti 24 meseca u poredenju sa tromesecnim jedinkama koje su boravile na sobnoj
temperaturi.

Nivo 4-HNE modifikovanih proteina molekulskih masa oko 65 kDa i 50 kDa, kao i ukupnih
adukata (p < 0,05), povisen je kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj
temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi. Nivo
proteinskih adukata molekulske mase oko 100 kDa, oko 80 kDa i oko 35 kDa nije se znacajno
menjao pod uticajem hladnoce.
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Sl. 42. Ekspresija adukata proteina sa 4-HNE u skeletnom misi¢u pacova tokom hronoloskog starenja na
sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Razlike izmedu pacova
starosti 3 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). * Razlike izmedu
pacova starosti 24 meseca koji su boravili na 22 £ 1 °C i pacova istog uzrasta koji su boravilina4 +1 °C
(*p < 0,05).
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4.7.5. Proteinska ekspresija PGC-1a i Nrf2

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, proteinska ekspresija PGC-1a i Nrf2 u
skeletnom misi¢u pokazuje suprotne profile. Naime, proteinska ekspresija PGC-1a (p < 0,01) je
snizena, dok je proteinska ekspresija Nrf2 (p < 0,05) povisena kod pacova starosti 24 meseca u
poredenju sa tromese¢nim pacovima koji su boravili na sobnoj temperaturi. Sa druge strane, efekat
hladnoce je povezan sa istosmernom promenom ekspresije oba ispitana proteina: i PGC-la (p <
0,01) i Nrf2 (p < 0,05) pokazuju povisenu ekspresiju kod pacova starosti 24 meseca koji su bili
dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na
sobnoj temperaturi. Dakle, dok se proteinska ekspresija PGC-1la kod starih pacova dugotrajno
izlaganih hladno¢i vra¢a na nivoe zabelezene kod tromeseCnih pacova na sobnoj temperaturi,
proteinska ekspresija Nrf2 pokazuje kontinuiran rast tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi i nakon dugotrajnog izlaganja Zivotinja hladno¢i (Sl. 43).
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Sl. 43. Proteinska ekspresija PGC-1a. i Nrf2 u skeletnom miSi¢u pacova tokom hronoloSkog starenja na
sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na B-actin kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje vrednosti £ S.D. * Razlike izmedu pacova
starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p < 0,05; **p < 0,01). * Razlike izmedu pacova
starosti 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C i zivotinja istog uzrasta koje su boravile na 4 + 1 °C (*p <
0,05; *p < 0,01).
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4.7.6. Proteinska ekspresija kompleksa respiratornog lanca i ATP sintaze

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, proteinska ekspresija kompleksa Il nije
se znacajno menjala. Proteinska ekspresija kompleksa I (p < 0,01), kompleksa Il (p < 0,05),
kompleksa 1V i ATP sintaze (p < 0,01) je snizena kod pacova starosti 24 meseca u poredenju sa
tromesecnim pacovima Koji su boravili na sobnoj temperaturi. Pored toga, ekspresija kompleksa I,

kompleksa IV i ATP sintaze je snizena i kod pacova starosti 6 meseci u odnosu na tromese¢ne
jedinke (p < 0,05).

Proteinska ekspresija kompleksa respiratornog lanca (I-1V) i ATP sintaze nije se zna¢ajno
menjala kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u
poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi, uz primetan blagi rastuci

trend ekspresije kompleksa I i 11 i ATP sintaze (SI. 44).
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Sl. 44. Proteinska ekspresija kompleksa respiratornog lanca (I-1V) i ATP sintaze u skeletnom miSicu
pacova tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi i na hladno¢i. Proteinski nivo izrazen je
relativno u odnosu na f-actin kao konstitutivno eksprimirani protein. Na grafikonima su prikazane srednje
vrednosti + S.D. * Razlike izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na 22 + 1 °C (*p <
0,05; **p < 0,01).
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4.7.7. Proteinska ekspresija glikolitickog enzima GAPDH

Proteinska ekspresija GAPDH u skeletnom miSi¢u nije Se znacajno menjala tokom
hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, uz primetan opadajuci trend kod pacova starosti 24
meseca u odnosu na tromeseéne jedinke. Nisu zabeleZene ni znaCajne promene u ekspresiji ovog
proteina kod pacova starosti 24 meseca koji su bili dugotrajno izlagani niskoj temperaturi u
poredenju sa jedinkama iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi, osim primetno rastuceg
trenda (SI. 45).
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Sl. 45. Proteinska ekspresija gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH) u skeletnom misi¢u pacova
tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi i na hladnoci. Proteinski nivo izrazen je relativno u
odnosu na B-actin kao konstitutivno eksprimirani protein. Na grafikonu su prikazane srednje vrednosti +
SD.
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5. DISKUSIJA

HronoloSko starenje odlikuje se naruSavanjem strukturnog i funkcijskog ustrojstva
organizma koje uslovljava reprogramiranje redoks-metabolicke homeostaze. Novije studije ukazuju
da temperatura sredine predstavlja jedan od dominantnih abioti¢kih faktora koji mogu modulirati
obelezja starenja (Kalia i sar., 2022; Ni i sar., 2023; Kallio i sar., 2025; Argentieri i sar., 2025; Shiels
i sar., 2025). Specifi¢no, izlaganje mladih glodara hladno¢i aktivira termogene mehanizme u BAT i
skeletnim misi¢ima (Cannon i Nedergaard, 2004; Izumi-Mishima i sar., 2025) i mobilise lipidne
rezerve iz WAT (Vaanholt 1 sar., 2009; Bartelt 1 sar., 2011), omogucavajuéi efikasnije koriS¢enje
energetskih rezervi i doprinoseéi reprogramiranju metabolizma. Hiperfagija i smanjenje telesne
mase koje smo zabelezili kod pacova dugotrajno izlaganih hladno¢i u odnosu na jedinke iste starosti
(24 meseca) na sobnoj temperaturi odgovaraju povisenoj metaboli¢koj stopi kako kod mladih, tako
i kod starih glodara izlaganih niskoj temperaturi (Asaki i Iriki, 1994; Selman i sar., 2008; Vaanholt
i sar., 2009).

U ovoj disertaciji po prvi put je ispitan uticaj dugoro¢nog izlaganja hladno¢i na morfo-
funkcijske, redoks-metabolicke profile tkiva/organa (BAT, rWAT, gWAT, skeletnog miSica i jetre)
klju¢nih za uspostavljanje i odrzavanje termogenog odgovora i sistemske homeostaze (Bartelt i sar.,
2011; Periasamy i sar., 2017; Sepa-Kishi i sar., 2018; Tokizane i Imai, 2024; Tsuji i Tseng, 2026)
tokom hronoloskog starenja.

Kod starih pacova koji su boravili na sobnoj temperaturi pokazano je strukturno
pojednostavljenje, uz oCuvanje relativno stabilnog redoks-metabolickog profila BAT 1 jetre, dok
hladnoéa ostvaruje suprotan efekat. BAT i jetru dvogodisnjih pacova dugotrajno izlaganih hladno¢i
karakteriSu fizioloSka hipertrofija 1 usloznjavanje strukture, pra¢eni pove¢anjem kapaciteta redoks-
metaboli¢kog odgovora, §to predstavlja fenotipske promene u 0snovi odrzanja endotermije. Slican
profil zabelezen je i u skeletnom misicu kod kojeg se tokom starenja na sobnoj temperaturi smanjuje
relativna masa, dok se nakon izlaganja hladnoc¢i snazno poveéavaju redoks-metabolicki kapaciteti.
Depoi WAT tokom starenja na sobnoj temperaturi pokazuju tendenciju ka hipertrofiji i smanjenje
redoks-metaboli¢kog kapaciteta. Nasuprot tome, hladno¢a mobiliSe redoks-metabolicke kapacitete
WAT i dovodi do izrazene atrofije depoa i smanjenja veli¢ine adipocita u odnosu na pacove iste
starosti (24 meseca) na sobnoj temperaturi. Uz izmenjeni sistemski lipidni status, ove promene
ukazuju na preraspodelu energetskih resursa i koordinisana prilagodavanja tkiva/organa u osnovi
aklimacije na hladnocu.

Sveukupno posmatrano, nasi rezultati oslikavaju tkivno-specifiéne promene tokom
hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, kao i nakon dugotrajnog izlaganja pacova hladno¢i. Po
prvi put je pokazana povezanost dugotrajnog izlaganja hladnoéi sa pretezno suprotnim redoks-
metabolickim profilima odredenih tkiva/organa i sistemskih parametara u odnosu na one
okarakterisane tokom hronoloSkog starenja na sobnoj temperaturi. Ovi nalazi doprinose proceni
tkivno-specifi¢ne, bioloske starosti koja je ujedno i potpis fenotipskih promena u osnovi aklimacije,
doprinosec¢i razumevanju uticaja niske temperature sredine na proces starenja.

U narednim redovima bic¢e prodiskutovani profili BAT, iWAT, gWAT, skeletnog miSica 1
jetre, integrisani u odnosu na sistemske promene tokom starenja na sobnoj temperaturi i na hladno¢i.

5.1. Od morfoloskog pojednostavljenja BAT tokom starenja na sobnoj temperaturi
do usloZnjavanja i redoks-metaboli¢kog reprogramiranja na hladno¢i

Dosadasnja ispitivanja BAT tokom hronoloSkog starenja iznedrila su oprecne rezultate.
Pojedini autori izvestavaju 0 atrofiji tkiva ¢iji fenotip postaje nalik WAT (,,beljenje, eng.
whitening), uz pad termogenog i proliferativnog kapaciteta tokom hronoloskog starenja (Horan i
sar., 1988; Scarpace i sar., 1988; Florez-Duquet i sar., 1998; Gongalves i sar., 2017; Cui i sar., 2019),
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dok drugi sugerisu da BAT ostaje strukturno i funkcijski kompetentan i u poznom Zivotnom dobu
(Kawate i sar., 1993; Scarpace i sar., 1994; Morroni i sar., 1995).

Slika hronoloskog starenja BAT na sobnoj temperaturi dobijena u ovoj disertaciji sugerise
da se promene odvijaju razli¢itom dinamikom na strukturnom i molekulskom nivou. Sa jedne strane,
primenom fraktalne analize detektovan je gubitak parenhimske sloZenosti uz povecanje relativne
mase tkiva, $to je u skladu sa alteracijama opisanim kod starih miseva, poput hipertrofije BAT i
mrkih adipocita i uvecanja lipidnih tela (Gongalves i sar., 2017) sa prate¢im ultrastrukturnim
promenama (Crabtree i sar., 2024a; 2024b). Ovaj gubitak strukturne kompleksnosti odvijao se bez
oc¢iglednih histoloskih manifestacija ,,beljenja® ili zna¢ajnih promena u broju celija. Gubitak
negativne korelacije izmedu slozenosti i broja ¢elija, koja je bila prisutna kod mladih Zivotinja,
sugeriSe da sam broj Celija nije primarni pokreta¢ ovog strukturnog narusavanja, ve¢ da je re¢ o
suptilnijoj reorganizaciji tkiva. Ovo je potkrepljeno i znacajnim razlikama u odseccima kriva
regresija (eng. regression intercepts), Sto implicira da se slozenost tkiva razlikuje izmedu grupa
nezavisno od broja éelija. Stavise, nelinearnu dinamiku heterogenosti karakterise dvofazni trend:
povecanje kod zrelih odraslih jedinki, a zatim, u grupi dvogodis$njih pacova, povratak na nivoe
zabeleZene kod mladih jedinki. S obzirom na stabilnost broja ¢elija uprkos porastu relativne mase
tkiva sa staroS¢u, otvara se pitanje u kojoj meri promene u teksturi odrazavaju morfolosko
remodeliranje lipidnih tela (Crabtree i sar., 2024b): inicijalnu fazu strukturne dezorganizacije koja
vodi povecanju heterogenosti, a zatim biva smenjena novom, uniformnijom arhitekturom parenhima
kod starih zivotinja. U osnovi ovih promena moglo bi biti usporavanje oksidativnog metabolizma
tokom hronoloskog starenja u BAT (Tajima i sar., 2019; Sarver i sar., 2024).

Sa druge strane, nisu uoc¢ene znacajne promene u aktivnosti vecine ispitanih enzima AD, niti
u ukupnom sadrzaju GSH tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi. 1zuzetno, aktivnost
GSH-Px je bila snizena ve¢ kod zrelih adultnih pacova (6m), odrzavajuci isti nivo i u poznom
zivotnom dobu (24m), §to je konzistentno sa ranijim nalazima (Lopez-Torres i sar., 1991). Dakle,
¢ini se da BAT starih pacova pokazuje znake strukturnog pojednostavljenja, ali zadrzava bazalni
redoks kapacitet. U prilog tome idu povisene proteinske ekspresije Nrf2 i komponenti AD koji su
pod kontrolom ovog transkripcionog faktora (CAT, GSH-Px4, GST pi/mu), Sto sugeriSe da
naruSavanje Nrf2 signalizacije koje se obi¢no dovodi u vezu sa starenjem (Smith i sar., 2015; Zhang
i sar., 2015; Schmidlin i sar., 2019; Buttari i sar., 2025) nije izrazeno u BAT dvogodi$njih pacova
na sobnoj temperaturi. Odsustvo promene nivoa ekspresije adukata proteina sa 4-HNE izmedu grupa
na sobnoj temperaturi potkrepljuje uspesnost uklanjanja lipidnih hidroperoksida, $to je u skladu sa
poviSenom ekspresijom GSH-Px4 i GST pi tokom hronoloskog starenja i istovremeno sugerise
odrzanje bazalnih nivoa 4-HNE usled signalnih uloga koje ovaj molekul moze imati (Zhang i
Forman, 2017). Takode, sniZzena ekspresija UCP1 u grupi starih pacova na sobnoj temperaturi u
odnosu na mlade korespondira sa nalazima Florez-Duquet i saradnika (1998) i sa prethodno
zabelezenim smanjenjem mitohondrijske respiracije tokom hronoloskog starenja (Thirupathi i sar.,
2019; Sarver i sar., 2024). Medutim, rezultati ove studije nisu pokazali znafajno smanjenje
proteinske ekspresije respiratornin kompleksa u grupi starih pacova na sobnoj temperaturi u
poredenju sa mladima. Naprotiv, stari pacovi na sobnoj temperaturi imali su povisenu ekspresiju
kompleksa | u BAT u odnosu na mlade jedinke, sto moze biti odraz kompenzatorne regulacije
kapaciteta respiratornog lanca, posebno stope oksidacije NADH. Stoga, sveukupne promene koje
smo opservirali ukazuju na odrzanje mitohondrijskog i AD kapaciteta mrkih adipocita u granicama
fizioloskog starenja koje je praceno strukturnim pojednostavljenjem.

Za razliku od strukturnog pojednostavljenja povezanog sa hronoloskim starenjem na sobnoj
temperaturi, dugotrajno izlaganje hladno¢i kod starih pacova izazvalo je sveobuhvatnu
transformaciju BAT, ukazuju¢i da ono zadrzava visok kapacitet plasti¢nosti. Na strukturnom nivou,
zabelezeno je izrazito remodeliranje koje se ogleda u povisenoj relativnoj masi, slozenosti i broju
¢elija i1 snizenoj heterogenosti tkiva. Ovakav snazan hipertrofi¢ni i hiperplasti¢ni odgovor, pracen
angiogenezom i multilokularizacijom lipidnih tela, nalazi se u osnovi termogenog odgovora BAT
(Steiner i Cahill, 1964; Cannon i Nedergaard, 2004). Znacaj ovog remodeliranja naglasen je
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pojavom jake pozitivne korelacije izmedu slozenosti 1 broja celija isklju¢ivo u grupi izlozenoj
hladno¢i, Sto implicira adaptivno sprezanje strukture i funkcije i dodatno je naglaseno razlikama u
nagibima regresionih kriva izmedu dvogodiSnjih pacova dugotrajno izlaganih niskoj temperaturi u
odnosu na jedinke iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi. Dakle, dok se tokom
hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi struktura BAT pojednostavljuje nezavisno od broja
¢elija, na hladno¢i je usloZznjavanje spregnuto sa hiperplazijom. Ova rekonfiguracija strukture sa
plauzibilnim Sirenjem kapilarne mreze (Cannon i Nedergaard, 2004; Muhammad i sar., 2025),
pracena je specificnim molekulskim promenama.

Ocuvanje funkcionalnog integriteta respiratornog lanca od klju¢nog je znacaja ne samo za
odvijanje mitohondrijske respiracije, ve¢ i termogeneze zavisne od UCP1 (Naren i sar., 2026; Paulo
i sar., 2026). PoviSena proteinska ekspresija UCP1, ATP sintaze, kompleksa | i GAPDH kod starih
pacova dugotrajno izlaganih hladnoéi (u odnosu na grupu iste starosti na sobnoj temperaturi)
sugeriSe da su paralelno sa dekuplovanjem i termogenezom pospeSeni i glikoliza i oksidativha
fosforilacija kako bi se nadomestila izrazita energetska potrosnja, sto korespondira sa rezultatima
metabolicke analize BAT mladih odraslih pacova akutno izlozenih hladno¢i (Hiroshima i sar.,
2018). Ovo je u kontrastu sa profilom zabelezenim tokom hronoloskog starenja na sobnoj
temperaturi, gde stabilna proteinska ekspresija GAPDH i1 pad UCP1 ukazuju na metabolicku
pasivnost tkiva. Nasuprot tome, hladno¢a uspeva da premosti usporavanje metabolizma tokom
starenja, mobilisu¢i glikoliticki i respiratorni kapacitet do nivoa koji znacajno nadilaze ¢ak i
vrednosti kod mladih jedinki. Ovo je u skladu sa efikasnim koris¢enjem glukoze kod starih pacova
akutno izloZenih hladno¢i (McDonald i sar., 1994) i sa intenziviranom oksidacijom glukoze u BAT
mladih miseva hroni¢no izlaganih niskoj temperaturi (Wang i sar., 2020; Cutler i sar., 2025). lako
pregled literature sugerise da je celovita ATP sintaza gotovo odsutna u aktiviranom BAT usled niske
ekspresije podjedinice ¢ (Nedergaard i Cannon, 2018), nasi rezultati pokazuju visoku proteinsku
ekspresiju a-podjedinice F1 domena ATP sintaze (ATP5A) u BAT starih pacova dugotrajno
izlaganih hladno¢i. Ovaj nalaz je u saglasju sa najnovijim otkri¢ima koja redefinisu ulogu ATP
sintaze u termogenom tkivu (Brunetta i sar., 2025; Jie i sar., 2026). Naime, nedavno je pokazano da
ATP sintaza u BAT tokom izlaganja hladno¢i moze imati ulogu i u hidrolizi ATP (Brunetta i sar.,
2024). Tokom intenzivne termogeneze posredovane UCP1, dolazi do rasipanja mitohondrijskog
membranskog potencijala. Kako bi se odrzao fizioloski nivo elektrohemijskog gradijenta neophodan
za termogenezu, Brunetta i sar. (2024) pretpostavljaju da ATP sintaza moze preéi u ,,reverzni mod*
i hidrolizovati ATP radi ispumpavanja protona u medumembranski prostor. Ovaj proces navodno je
omogucen specifiénim padom inhibitornog faktora 1 na hladno¢i, ¢ime se smanjuje inhibicija
hidroliticke aktivnosti ATP sintaze (Brunetta i sar., 2024). Pored predlozenog sinergistickog
funkcionisanja sa UCP1, visoka ekspresija ATP sintaze u BAT koju smo detektovali na hladnoéi
potencijalno moze podrzavati dodatne mehanizme termogeneze koji ne zavise od UCP1, ve¢ od
ATP, mada neki autori osporavaju doprinos kreatin—fosfokreatin ciklusa termogenezi u BAT
(Nicholls i Brand, 2023). Stavise, sama koli¢ina ATP sintaze moze biti pouzdani indikator
metaboli¢ke aktivnosti BAT/WAT prilikom stimulacije Bs receptora za adrenalin (Jie i sar., 2026).
Stoga, visoka ekspresija ATP5A u naSoj grupi starih pacova na hladno¢i verovatno odrazava visoku
metabolicku opremljenost BAT za odrzanje energetske i termogene homeostaze. Shodno tome,
proteinska ekspresija UCP1 prati profil ekspresije ATP sintaze i ovde je po prvi put pokazana kod
dvogodisnjih pacova koji su bili izlagani niskoj temperaturi od 6. meseca starosti. Pre toga, u
drugacijem ogledu, Florez-Duquet i saradnici (1998) su pokazali snizenu koli¢inu UCP1 kod pacova
starih 26 meseci koji su boravili 5 dana na 6 °C, dok su Morroni i saradnici (1995) nasli hipertrofiran
BAT sa adipocitima pozitivnim na UCP1 i mitohondrijama koje odlikuje tipi¢ni termogeni fenotip
(loptast oblik i izduzene kriste), nakon izlaganja dvogodi$njih pacova temperaturi od 4 °C tokom 4
nedelje. Stavise, dvogodisnji pacovi koji su 7 do 9 nedelja boravili na 5 °C, a zatim bili 3 ¢asa
izlozeni temperaturi od —10 °C, pokazali su bolje performanse od neaklimiranih vrSnjaka, uz
naznaku da je odgovor bio specifican za soj; naime, dvogodis$nji F344 pacovi su bolje tolerisali
trocasovni ledeni izazov od tromese¢nih Sprague-Dawley pacova prethodno aklimiranih na 5 °C
(Kiang-Ulrich i Horvath, 1985). Dakle, opservirani efekti mogu zavisiti kako od duZzine izlaganja
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hladnoci, tako i od uzrasta, soja i vrste ogledne zivotinje. Rezultati ove disertacije ukazuju da Mil
Hil soj dvogodisnjih pacova, nakon godinu i po dana boravka na 4 °C, zadrzava kapacitet za
strukturno remodeliranje i funkcijsko reprogramiranje BAT. Odsustvo promene u ukupnoj
proteinskoj ekspresiji PGC-1la izmedu grupa u BAT nije u kontradikciji sa okarakterisanim
fenotipom. Naime, transkripciona aktivnost PGC-lo. u BAT primarno je diktirana post-
translacionim modifikacijama, pre svega fosforilacijom posredovanom kinazama AMPK i p38
MAPK (eng. p38 mitogen-activated protein kinase) i deacetilacijom od strane sirtuina 1, koje se
indukuju adrenalinskom stimulacijom (Puigserver i sar., 2001; Cant6 i Auwerx, 2009). Stoga, Cini
se da u stanju dugotrajne aklimacije BAT moze odrzavati mitohondriogenezu i visoku ekspresiju
efektorskih proteina (UCP1, ATP sintaza) kroz post-translacionu aktivaciju postojecih zaliha PGC-
la, bez potrebe za daljim povecanjem njegove ukupne proteinske ekspresije.

Metabolic¢ko intenziviranje na hladno¢i nosi rizik od naruSavanja redoks ravnoteze U poznom
zivotnom dobu. PoviSena potro$nja Oz i intenzivirana oksidacija masnih kiselina (koja obezbeduje
energiju za termogenezu), predstavljaju znacajne izvore ROS, posebno H202 (Anderson i sar., 2009;
Chouchani i sar., 2016). Kao odgovor na ovaj izazov, uogili smo §iroko pospesivanje komponenti
AD: aktivnost i proteinska ekspresija CAT i GSH-Px(1), aktivnost TR, kao i ukupan sadrzaj GSH,
poviseni su u grupi dugotrajno izlaganoj niskoj temperaturi u poredenju sa pacovima iste starosti na
sobnoj temperaturi. Ovo je u skladu sa povisenom aktivno$¢u enzima AD (Spasi¢ i sar., 1993),
odnosno sadrzaja GSH i glicina (Gong i sar., 2023), u BAT mladih odraslih glodara aklimiranih na
hladnocu, kao i sa povisenom ekspresijom enzima AD u sli¢nim uslovima (Vuceti¢ i sar., 2013), §to
ukazuje na kompenzatornu strategiju kojom se tkivo nosi sa ve¢im oksidativnim optereé¢enjem. Ipak,
prilagodavanje AD profila BAT pacova na hladnocu nije bilo uniformno, sto se ogleda u snizenoj
proteinskoj ekspresiji GSH-Px4 i GST pi, enzima koji uklanjaju lipidne perokside i $iri spektar
organskih hidroperoksida, respektivno, §to je u saglasnos$¢u sa studijom koja pokazuje da GSH-Px4
nije neophodan za termogenezu u BAT (Zhang i sar., 2026). Ovo se moze objasniti time $to
hiperplazija tkiva zahteva sintezu velike koli¢ine novih biomembrana, $to moze smanjiti relativni
udeo postojecih hidroperoksida u BAT (cf. Cho i sar., 2023), uz prisustvo alternativnih puteva zastite
od (lipidne) peroksidacije koji nisu posredovani ispitanim enzimima (Zhang i sar., 2026). Stavise,
nivo adukata proteina od 40 i 50 kDa sa 4-HNE je nizi kod pacova starosti 24 meseca dugotrajno
izlaganih hladno¢i u odnosu na jedinke iste starosti koje su boravile na sobnoj temperaturi, $to je U
skladu sa mehanizmima brze degradacije oksidovanih proteina karakteristicnim za BAT, ali ne 1
jetru i misi¢ (Selman i sar., 2002). Ova diskretna promena koja obuhvata samo proteine odredene
molekulske mase, uz odsustvo promene nivoa ukupnih adukata proteina sa 4-HNE, verovatno
upucuje na regulatorne uloge aldehida pri karbonilaciji proteina (Schaur i sar., 2015) u ovoj oglednoj

grupi.

Nasi rezultati su pokazali da su aktivnosti CuZnSOD i MnSOD ostale nepromenjene, dok je
proteinska ekspresija MnSOD sniZzena kod starih pacova dugotrajno izlaganih hladnodi, Sto
korespondira sa nalazima kod mladih pacova gde je prijavljeno smanjenje aktivnosti SOD na
hladno¢i (Petrovic i sar., 2005). Ova relativna stabilnost SOD, u svetlu Sirokog intenziviranja drugih
komponenti, sugerise specifi¢no reprogramiranje profila AD. Ovako nijansiran odgovor verovatno
je neophodan za balansiranje dve suprotstavljene potrebe: ogranicavanje oksidativnih ostecenja i
ocuvanje esencijalne ROS signalizacije. Noviji podaci isti¢u da mitohondrijske ROS nisu samo
Stetni nusproizvodi, ve¢ kljucni signali za aktivaciju termogeneze (Chouchani i sar., 2016), te bi
neselektivna supresija svih izvora ROS mogla biti kontraproduktivna, ¢ak Stetna. Shodno tome,
prethodna studija u BAT mladih miSeva dugotrajno izlaganih hladno¢i zabelezila je povisenu
ekspresiju oksidoreduktaze (eng. putative monooxygenase p33) koja proizvodi O2" (Cutler i sar.,
2025). Stoga, dinamic¢ko pospesivanje komponenti vezanih za glutation i tioredoksin (povezanih sa
procesima uklanjanja H2Oz), uz odrzavanje stabilne aktivnosti SOD u grupi pacova dugotrajno
izlaganih hladno¢i (u odnosu na pacove iste starosti na sobnoj temperaturi) predstavlja deo precizne
kompenzatorne strategije BAT tokom starenja na niskoj temperaturi sredine. Ovo omogucava celiji
da odrzi bazalni nivo O2" za signalne potrebe, putem dismutacije u H.O». Time se dodatno balansira
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potencijalno smanjenje curenja elektrona sa respiratornog lanca dekuplovanjem i nastanak O,
(Skulachev, 1998; Brookes, 2005; Keipert i sar., 2010), dok selektivno pospesuje kapacitet za
neutralizaciju H2Oz ¢ije je stvaranje neminovno pojac¢ano usled metabolickih zahteva termogeneze,
poput plauzibilnog povecanja oksidacije masnih kiselina (Cannon i Nedergaard, 2004; Anderson i
sar., 2009; Chouchani i sar., 2016). Stabilna aktivnost SOD, uprkos dekuplovanju, mogla bi se
povezati sa opisanom podelom rada kako medu mrkim adipocitima, tako i medu mitohondrijama
iste ¢elije — na manje ili viSe termogeno aktivne (Cinti i sar., 2002; Gonzalez-Hurtado i sar., 2018;
Song i sar., 2020; Cohen i Kajimura, 2021; Chang, 2023) i potencijalno odrazavati uprosecen neto
ishod merenja iz proteinskog izolata celog tkiva. Naime, u skladu sa spomenutom morfo-
funkcijskom mozai¢noscéu (,,Harlekin efektom*), aktivnost SOD bi mogla biti visa u termogeno
pasivnim, a niza u aktivnim ¢elijama. Mozai¢nost bi mogla biti i U osnovi istovremenog porasta
ekspresije UCP1 i ATP sintaze kod starih pacova na hladno¢i u odnosu na sobnu temperaturu.

Dakle, potencijalno intenziviranje glikolitickog i respiratornog Kkapaciteta, kao i
dekuplovanja povezanog sa izlaganjem hladnoé¢i u BAT, praceno je koordinisanim povecanjem
aktivnosti i1 ekspresije odredenih komponenti AD kako bi se odrzao optimalni nivo ROS.
Sveukupno, nasi rezultati pokazuju da BAT starih pacova zadrzava izuzetnu plasticnost. Kao
odgovor na dugotrajno izlaganje hladno¢i, tkivo prolazi kroz koordinisano strukturno remodeliranje
(povecanje mase i slozenosti) i redoks-metabolicko reprogramiranje (pospesivanje komponenti AD,
dekuplovanja i oksidativnog metabolizma).

5.2. Redoks-metabolicka mobilizacija i inverzija hipertrofi¢nog fenotipa depoa WAT
kod starih pacova na hladno¢i

Poznato je da visceralni depoi WAT prolaze kroz znaajne promene tokom starenja koje
ukljucuju hipertrofiju pradenu smanjenim proliferativnim kapacitetom adipocita i povecanim
skladistenjem lipida (Cui i sar., 2019; Nguyen i Corvera, 2024). Nasi rezultati morfometrijske
analize potkrepljuju ovaj obrazac: hronolosko starenje na sobnoj temperaturi bilo je povezano sa
hipertrofijom u oba ispitivana depoa (rWAT i gWAT). ZabeleZeno je povecanje relativne mase tkiva
i proseénog prec¢nika adipocita, pri ¢emu je analiza raspodele veli¢ine Celija otkrila ve¢i udeo
krupnih adipocita kod starih pacova u odnosu na mlade. Ovakva ekspanzija, vodena povecanjem
veli¢ine adipocita, konzistentna je sa akumulacijom lipida u visceralnim depoima (Gongalves i sar.,
2017) koja se povezuje sa insulinskom rezistencijom (Tchkonia i sar., 2010; Cui i sar., 2019) i
smanjenim lipolitickim kapacitetom u starenju (Camell i sar., 2017; Gao i sar., 2020a; Mitrovi¢ i
sar., 2026). Stavide, naSe Sestomesetne pacove odlikuje poveéanje mase depoa WAT uprkos
smanjenju veli¢ine adipocita, Sto je u skladu sa hiperplasticnom ekspanzijom karakteristicnom za
rast (Tchkonia i sar., 2010) koji se ogleda i u kontinuiranom povecanju telesne mase pacova tokom
hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi.

Ekspanzija lipidnih tela na koju ukazuje strukturna analiza preslikava se na funkcijski profil
rWAT. Naime, uocili smo smanjenje aktivnosti Sirokog spektra enzima AD (CAT, GSH-Px, GR,
GST i TR), kao i smanjenje proteinske ekspresije CAT, PGC-1a i kompleksa | tokom hronoloskog
starenja na sobnoj temperaturi. Pad aktivnosti ve¢ine ovih enzima, kao i proteinske ekspresije PGC-
la, zabelezen je ve¢ kod Sestomesecnih pacova u poredenju sa mladim adultima, §to ukazuje da do
usporavanja redoks-metabolicke aktivnosti u rWAT dolazi znatno pre ulaska u pozno zivotno doba.
Ovi podaci odgovaraju smanjenju lipolitickog (Hotta i sar., 1999; Camell i sar., 2017; Gao i sar.,
2020a) i mitohondrijskog kapaciteta tokom starenja, pri ¢emu se potonje ogleda u padu aktivnosti
respiratornih kompleksa u WAT starih pacova (Gémez-Serrano i sar., 2017; Sarver i sar., 2024).
Navedena metabolicka pasivnost na nivou tkiva pracena je i1 sistemskim promenama lipidnog
profila, gde porast ukupnog holesterola i LDL tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi
odgovara prethodnim nalazima kod starih glodara (Lacko i Davis, 1979; Van Lenten i Roheim,
1982). Sa druge strane, povisena proteinska ekspresija GSH-Px4 i GST pi u rWAT starih pacova,
uz snizenu ekspresiju ukupnih adukata proteina sa 4-HNE, moZe ukazivati na uspesno uklanjanje

75



produkata lipidne peroksidacije i/ili na nizu stopu njihovog nastanka usled slabije metabolicke
aktivnosti. Snizena aktivnost enzima AD ukljucenih u uklanjanje peroksida u rWAT tokom
hronoloskog starenja moze biti uslovljena potencijalnim smanjenjem lipoliticke aktivnosti (Hotta 1
sar., 1999; Camell i sar., 2017; Gao i sar., 2020a), imajuéi u vidu da oksidacija masnih kiselina moze
biti izvor nastanka ROS. Smanjenje AD Kkapaciteta tokom hronoloskog starenja odgovara
akumulaciji lipidnih rezervi oli¢enoj i u hipertrofiji i uve¢anju lipidnih tela u rwWAT starih pacova.

Poput rWAT, u gWAT se takode belezi povisena ekspresiju GSH-Px4 tokom hronoloskog
starenja, ali i Nrf2 i TR, uz porast nivoa ekspresije adukata proteina sa 4-HNE (35 kDa). Ovi rezultati
mogu ukazivati na specifi¢an redoks-senzitivan odgovor u gWAT tokom hronoloS$kog starenja na
sobnoj temperaturi koji povlaci regulaciju ekspresije enzima AD posredstvom Nrf2, radi odrzanja
redoks homeostaze. Treba uzeti u obzir i prethodne studije koje su pokazale da 4-HNE moze
aktivirati Nrf2 modifikacijom Keapl, usled ¢ega se sprecava ubikvitinacija i posledi¢na degradacija
ovog transkripcionog faktora (Fang i sar., 2013; Parvez i sar., 2015; Gao i sar., 2020b; Milkovi¢ i
sar., 2023), sto dodatno usloznjava kontekst redoks regulacije. Nasi rezultati poviSene proteinske
ekspresije Nrf2 u gWAT kod starih jedinki u odnosu na mlade na sobnoj temperaturi upucuju na
znacaj translacione i transkripcione regulacije AD.

Sveukupno posmatrano, tokom hronoloskog starenja uocena je depo-specifi¢cnost WAT,
uprkos uniformnom trendu hipertrofije tkiva kroz uvecanje adipocita. Ovakva strukturna ekspanzija
ukazuje na dominaciju lipogenetskih nad lipolitickim procesima. U rWAT se ovo metabolicko
preusmeravanje ogleda kroz znacajan pad mitohondrijskog kapaciteta, potkrepljen istovremenim
smanjenjem proteinske ekspresije PGC-1a i kompleksa I. Nasuprot tome, gWAT zadrzava stabilnu
ekspresiju PGC-1a, ali ispoljava smanjenje glikolitickog kapaciteta, odnosno proteinske ekspresije
GAPDH. Ova metabolic¢ka divergencija pracena je razli¢itim redoks potpisom: dok gWAT, usled
nakupljanja produkata lipidne peroksidacije (porast 4-HNE adukata), mobiliSe Nrf2, rWAT
zadrzava bazalni nivo ovog transkripcionog faktora uz niske nivoe adukata 4-HNE sa proteinima.
Ovakvi rezultati sugerisu da visceralni depoi pokazuju razliit stepen oCuvanosti metabolickih
programa i redoks-senzitivhog odgovora.

Nasuprot jasnoj hipertrofiji i slabljenju redoks-metaboli¢kih kapaciteta WAT tokom
hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, dugotrajno izlaganje hladno¢i kod dvogodisnjih pacova
povezano je sa suprotnim fenotipom WAT u poredenju sa pacovima iste starosti koji su boravili na
sobnoj temperaturi. Na strukturnom nivou, doslo je do smanjenja relativne mase WAT i pre¢nika
adipocita, uz pomeranje raspodele veli¢ine ka sitnijim celijama. Ovi rezultati podupiru dobro
poznatu Cinjenicu da izlaganje hladno¢i dovodi do mobilizacije energetske rezerve iz WAT
(Vaanholt i sar., 2009). U skladu sa smanjenim kapacitetom WAT starih pacova da se transformise
u bez masno tkivo (eng. beige adipose tissue; Song i Wang, 2023), na morfoloskom planu nisu
uocene kardinalne odlike browning fenomena u oba depoa, §to moze ukazivati i na odsustvo de novo
biogeneze lipidnih tela. lako su nedavne studije pokazale da je aktivacija Nrf2 povezana sa
adaptivnim prelaskom belih u bez adipocite, kao i sa povisenom ekspresijom UCP1 (Bauza-
Thorbrtigge i sar., 2023; Chen i sar., 2025a), nasi rezultati snizene proteinske ekspresije Nrf2 u
gWAT starih pacova izlaganih niskoj temperaturi, bez promene ekspresije UCP1 u rWAT, uz
odsustvo multilokulusnog fenotipa u oba depoa, mogu predstavljati regulatorni mehanizam kojim
se suprimira termogeni program na hladno¢i. Ovo sugeriSe da uocena atrofija primarno odrazava
intenzivnu lipolizu radi snabdevanja BAT supstratima za termogenezu (Bartelt i sar., 2011), pre
nego masovno transdiferenciranje u bez fenotip.

Intenzivna mobilizacija lipidnih rezervi iz WAT pod uticajem (nor)adrenalina jasno se
ogleda i u sistemskoj cirkulaciji. lako su pojedine studije na mladim odraslim misevima pokazale
pad holesterola (Gong i sar., 2023) i lipoproteina na hladno¢i (He i sar., 2021), nase analize
cirkulacije starih pacova izlaganih niskoj temperaturi beleze porast koncentracije ukupnog
holesterola i HDL i aktivnosti lipoproteinske lipaze, u odnosu na stare pacove koji su boravili na
sobnoj temperaturi. Ovo ukazuje na ubrzan reverzni transport holesterola zaostalog nakon periferne
hidrolize TAG, najverovatnije od strane BAT koji preuzima masne kiseline radi termogeneze, gde
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se holesterol pakuje u HDL cestice i usmerava ka jetri, §to je mehanizam prethodno opisan kod
mladih miseva izlaganih hladno¢i (Worthmann i sar., 2017). Holesterol dopremljen u jetru koristi se
za sintezu zucnih kiselina koje, povratno, mogu ucestvovati u regulaciji termogeneze u BAT
(Worthmann i sar., 2017). Stavise, ovakva sistemska preraspodela rezultuje padom faktora rizika za
CVD (uz opadaju¢i trend IA), sugeriSu¢i da dugotrajna aklimacija na hladno¢u uspostavlja
protektivniji lipidni profil kod starih jedinki, sa manjim rizikom za kardiovaskularna oboljenja (Raaj
i sar., 2024). Naime, stari pacovi koji su dugotrajno izlagani niskoj temperaturi imali su faktor rizika
za CVD na nivou mladih pacova sa sobne temperature, a skoro duplo nizi u odnosu na dvogodisnje
pacove na sobnoj temperaturi, Sto odgovara snizenoj telesnoj masi i odsustvu gojaznog fenotipa
pacova na hladnod¢i.

Analize nivoa ekspresije klju¢nih metaboli¢kih enzima otkrile su specifi¢énu strategiju
bioenergetskog reprogramiranja WAT kod starih pacova dugotrajno izlaganih niskoj temperaturi (u
odnosu na stare pacove sa sobne temperature). ZabeleZena snizena ekspresija ATP sintaze u oba
depoa, uz povisenu ekspresiju GAPDH u gWAT na hladno¢i, sugeriSe metabolicko preusmeravanje
ka glikolizi. S obzirom na to da je masivna lipoliza izuzetno energetski zahtevan proces, pojacana
glikoliza u uslovima smanjenog kapaciteta oksidativne fosforilacije obezbeduje neophodan ATP za
kontinuiranu mobilizaciju masnih kiselina (Lagarde i sar., 2021). Dodatno, ovakav glikoliticki fluks
moze rezultovati pojac¢anom produkcijom laktata koji se eksportuje u cirkulaciju, sluzeéi kao
supstrat za hepati¢énu glukoneogenezu (Cutler i sar., 2025), ¢ime se objasnjava doprinos WAT
sistemskoj homeostazi na hladno¢i primarno kao donora supstrata. Ovakav metabolicki profil, u
kojem visceralni depoi WAT izbegavaju masivnu aktivaciju oksidativne fosforilacije, saglasan je sa
nedavnim analizama koje potkrepljuju izrazenu depo-specificnost na hladno¢i; naime, pokazano je
da visceralno WAT, za razliku od potkoznog (Elsukova i sar., 2025), ne pospesuje ekspresiju gena
koji kodiraju komponente kompleksa respiratornog lanca (Zhou i sar., 2022). lako rWAT pokazuje
poviSenu proteinsku ekspresiju kompleksa I respiratornog lanca kod dvogodi$njih pacova
dugotrajno izlaganih hladnoé¢i u odnosu na vr$njake koji su boravili na sobnoj temperaturi, ona je
duplo niza od nivoa ekspresije kod tromese¢nih jedinki. Uz nizu proteinsku ekspresiju ATP sintaze
na hladno¢i, ovo sugeri$e smanjen respiratorni kapacitet koji se moze dovesti u vezu sa povisenom
mobilizacijom lipidnih rezervi iz rWAT, usled Cega tkivo atrofira. Naime, masne kiseline se
verovatno pretezno oslobadaju u cirkulaciju i ne oksiduju primarno u mitohondrijama belih
adipocita, sto bi se moglo odraziti na koli¢inu NADH, a time i na proteinsku ekspresiju kompleksa
I. Dodatno, metabolicki profil WAT ne zavisi samo od uzrasta jedinke, ve¢ i od duZine izlaganja
hladno¢i, kao Sto je pokazano u naSim prethodnim studijama na mladim adultnim pacovima
(Jankovi€ i sar., 2013).

U skladu sa smanjenjem relativne mase tkiva i mobilizacijom lipidnih rezervi, nasi rezultati
su zabelezili snazno pospesivanje AD u rWAT nakon dugotrajnog izlaganja hladno¢i: aktivnost GR,
GST, TR, GSH-Px, aktivnost i proteinska ekspresija CAT, proteinska ekspresija PRDX3, kao i nivo
ukupnog GSH, bili su poviseni u poredenju sa grupom iste starosti na sobnoj temperaturi. Profil AD
u rWAT na hladno¢i je velikim delom suprotan u odnosu na hronoloSko starenje na sobnoj
temperaturi, tokom kojeg su zabeleZene snizene aktivnosti CAT, GSH-Px, GR, GST i TR, kao i
snizena proteinska ekspresija CAT u odnosu na tromesecne pacove. Promene AD na hladno¢i
konzistentne su sa zabelezenim porastom PRDX3 u potkoZznom WAT kod miSeva intermitentno
izlaganih hladno¢i (Elsukova i sar., 2025) i sa hipotezom o o¢uvanom adaptivhom odgovoru na
povisenu metaboli¢ku aktivnost. U prilog tome ide i poviSena proteinska ekspresija GCL u gWAT i
ukupnog GSH u rWAT, sto ukazuje na pojacan kapacitet za de novo sintezu GSH neophodnog za
odrzanje redoks ravnoteze tokom intenzivne mobilizacije lipida. Naime, poznato je da hladnoca
stimulise transkripcione programe metabolizma masnih kiselina (Li i sar., 2021a; Zhou i sar., 2022),
pre svega lipolize (Bartelt i sar., 2011), ali i biogeneze mitohondrija (Shams i sar., 2023) §to
odgovara povisenoj ekspresiji PGC-1a u rtWAT kod starih pacova dugotrajno izlaganih hladno¢i u
poredenju sa grupom iste starosti na sobnoj temperaturi. Povisen fluks masnih kiselina i metabolicka
regrutacija tkiva na hladno¢i mogu znacajno uticati na redoks status WAT (Jankovi¢ i sar., 2009).
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Stoga, uoceno pospeSivanje kapaciteta AD verovatno predstavlja neophodan kompenzatorni
mehanizam za odrzavanje redoks homeostaze u uslovima intenziviranog metabolizma i mobilizacije
supstrata koji predstavljaju izvor ROS. Budu¢i da se porast proteinske ekspresije CAT 1 PRDX3 u
rWAT na hladno¢i odvija bez znacajne promene ekspresije Nrf2, a praéeno je porastom proteinske
ekspresije PGC-1a, moze se spekulisati da je ekspresija gena za navedene enzime AD pospeSena
usled koaktivacije transkripcionih faktora poput FOXO3a ili NRF1/2 sa PGC-1a (St-Pierre i sar.,
2006; Cantd i Auwerx, 2009). Dalje, snizena ekspresija GSH-Px4 u oba depoa WAT asocirana sa
izlaganjem hladno¢i odgovara povisenom (rWAT), odnosno nepromenjenom (gWAT) nivou
ukupnih adukata proteina sa 4-HNE i potencijalno oslikava razlike depoa po pitanju podloznosti
lipidnoj peroksidaciji. Snizena proteinska ekspresija odredenih enzima AD na hladno¢i (GSH-Px1 i
GST mu u rWAT i TR u oba depoa) odgovara kompenzatornom povecanju ukupne aktivnosti ovih
enzima u rwWAT, odnosno smanjenju proteinske ekspresije Nrf2 u gWAT, $to pretpostavlja jacanje
kapaciteta AD putem post-translacionih modifikacija, a ne primarno kontrolom genske ekspresije
posredstvom Nrf2.

Sveukupno, nasi rezultati pokazuju da WAT starih pacova zadrzava visoku plasti¢nost, uz
odredene promene specifi¢ne za depo, posebno na nivou transkripcione kontrole redoks-metabolicke
homeostaze (posredovane regulacijom nivoa proteinske ekspresije PGC-la u rWAT i Nrf2 u
gWAT). Dok hronolosko starenje vodi ka hipertrofiji prac¢enoj slabljenjem AD u oba depoa,
dugotrajno izlaganje hladno¢i menja ovaj fenotip, dovodeé¢i do smanjenja veli¢ine adipocita uz
istovremeno prilagodavanje redoks-metabolic¢kih kapaciteta, §to ukazuje na sistemsku preraspodelu
resursa i o¢uvanu sposobnost WAT pacova da odgovori na metabolicke zahteve tokom starenja na
niskoj temperaturi sredine.

5.3. Od redukcije mase skeletnog misica tokom starenja na sobnoj temperaturi do
redoks-metaboli¢ke mobilizacije na hladno¢i

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi zabelezen je pad relativne mase ispitanog
mi$ica (musculus gastrocnemius), Sto je u saglasju sa progresivnom atrofijom misi¢nog tkiva,
odnosno sarkopenijom, jednim od kljuénih markera starenja (Fulle i sar., 2004; Huang i sar., 2019).
Takode, tokom hronoloskog starenja nisu pokazane znacajne razlike u aktivnostima veéine enzima
AD (SOD, GSH-Px, GR, TR), uz snizenu proteinsku ekspresiju GSH-Px1, TR i GST pi. Ovaj nalaz
je u kontrastu sa prethodnim studijama na starim glodarima koje su izvestile o povecanju aktivnosti
(Ji i sar., 1990; Hollander i sar., 2000) i ekspresije (Lombardi i sar., 2009) razli¢itih enzima AD u
skeletnom miSi¢u. Medutim, aktivnosti enzima ne moraju nuzno odgovarati ekspresiji proteina ili
gena, verovatno usled posttranskripcionih ili post-translacionih modifikacija (Hollander i sar.,
2000). Povecanje aktivnosti GST i proteinske ekspresije GST mu i Nrf2 tokom hronoloskog starenja
na sobnoj temperaturi u nasoj studiji u skladu je sa snizenom ekspresijom adukata proteina sa 4-
HNE. Budu¢i da GST ima ulogu u uklanjanju proizvoda lipidne peroksidacije (poput 4-HNE)
konjugacijom sa GSH (Hayes i sar., 2005), povisena aktivnost GST i ekspresija GST mu sa
starenjem u skeletnom misicu je konzistentna sa odgovorom na ROS (Ji i sar., 1990; Fulle i sar.,
2004; Lombardi i sar., 2009; Li i sar., 2019). Stavise, progresivno povisena ekspresija Nrf2 tokom
hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, Uz navedene promene u nivoima proteinske ekspresije
enzima AD pod kontrolom ovog transkripcionog faktora, sugerise da skeletni misi¢ odlikuje napor
za odrzanjem redoks homeostaze, narocito imajuci u vidu da se pad, a ne povecanje ekspresije Nrf2
U ovom organu vezuje za senescenciju i slabljenje kapaciteta AD (Huang i sar., 2019). Dakle,
povisena ekspresija Nrf2 u skeletnom misi¢u tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi u
nasem ogledu, zajedno sa povisenom aktivno$¢u GST i ekspresijom GST mu i sledstvenim padom
ekspresije adukata proteina sa 4-HNE, ukazuje na efikasnost AD odgovora. Ovo pospesivanje
koli¢ine Nrf2 je narocito znac¢ajno imajuci u vidu da je njegovo prisustvo klju¢no za odrzanje redoks
homeostaze u skelethom miSi¢u starih glodara (Miller i1 sar., 2012). Medutim, uprkos
kompenzatornom povecanju proteinske ekspresije Nrf2, zabelezili smo pad ekspresije odredenih
enzima AD (GSH-Px1, TR, GST pi), sto se poklapa sa istovremeno snizenom proteinskom
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ekspresijom PGC-1a, buduéi da i on mozZe biti ukljuéen u pozitivnu regulaciju ekspresije enzima
AD (Austin i St-Pierre, 2012), koja kod starih pacova na sobnoj temperaturi mozda izostaje.

Takode, snizena proteinska ekspresija PGC-la, ATP sintaze, kompleksa I, III i IV
zabelezena je kod dvogodiSnjih pacova na sobnoj temperaturi u odnosu na mlade jedinke. Pritom,
pad ekspresije ATP sintaze, kao i kompleksa [ 11V, prisutan je ve¢ kod Sestomesecnih pacova, znatno
pre gubitka relativne miSiéne mase (uoc¢enog tek sa 24 meseca). Ovo rano usporavanje oksidativnog
metabolizma korespondira sa prethodnim studijama na skeletnom misicu starih jedinki koje beleze
narusavanje biogeneze, dinamike i morfoloskog integriteta mitohondrija (Huang i sar., 2019) i
snizenu aktivnost respiratornih kompleksa (Lombardi i sar., 2009; Garcia-Dominguez i sar., 2026),
istiCuéi da je respiratorni kontrolni odnos (koli¢nik stope mitohondrijske respiracije u stanju 3 — u
prisustvu supstrata i ADP — i stanju 4 bez ADP koji odrazava stepen dekuplovanja) zapravo visi kod
starih u odnosu na mlade, sto ukazuje na vecu energetsku efikasnost kojom se kompenzuju promene
povezane sa starenjem, poput atrofije (Lombardi i sar., 2009). Autori pokazuju i da se u misi¢nim
mitohondrijama starih pacova ova efikasnost postize ve¢om zastupljenoscu tzv. teskih respirozoma
(grupacija respiratornih kompleksa sa ve¢im udelom tezeg kompleksa V), uz smanjeno oslanjanje
na oksidaciju glukoze kao izvor energije (Lombardi i sar., 2009), §to se poklapa sa snizenim trendom
proteinske ekspresije GAPDH i znac¢ajnim padom proteinske ekspresije kompleksa | koji smo
zabelezili kod starih pacova na sobnoj temperaturi u odnosu na mlade. Medutim, pregled nauc¢ne
evidencije sugeriSe da upravo veca energetska efikasnost starih skeletnih misica usled visoke
spregnutosti respiracije i oksidativne fosforilacije dovodi do nize stope oksidacije supstrata, zato Sto
je iskoristivost ovih supstrata u vidu ATP molekula proizvedenih po jedinici utrosenog O» visa
(Crescenzo i sar., 2015). Ovo bi moglo rezultovati snizenom p-oksidacijom i nakupljanjem lipida u
misi¢ima (Russ i sar., 2025) u starenju. PoviSeni nivoi ukupnog holesterola i LDL u cirkulaciji nasih
pacova tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi mogli bi da odrazavaju ovu pasivnost
katabolizma lipida u misi¢ima, buduéi da se povisen LDL povezuje sa sarkopenijom (Jiang i sar.,
2023).

Dakle, skeletni misi¢ starih pacova tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi
pokazuje odrzanje kapaciteta AD wuz atrofiju i slabiji odgovor povezan sa regulacijom
mitohondriogeneze i optimalnom konstitucijom respiratornog lanca. Potencijalno snizen kapacitet
za mitohondrijsku respiraciju kod starih pacova u odnosu na mlade u skladu je sa odsustvom
masivnog pospesivanja komponenti AD, imajuci u vidu korelaciju izmedu nastanka ROS tokom
respiracije 1 posledi¢ne regulacije koncentracije ROS putem AD.

Nasuprot sarkopeni¢noj atrofiji i metabolickom usporavanju (pra¢enom padom ekspresije
PGC-1a i respiratornih kompleksa) opazenim tokom starenja na sobnoj temperaturi, kod starih
pacova dugotrajno izlaganih hladno¢i doSlo je do snazne mobilizacije redoks-metabolickih
kapaciteta, Sto se primarno ogleda u povecanju aktivnosti ve¢ine enzima AD u skelethom miSicu.
Konkretno, uo¢ili smo povecanja aktivnosti GSH-Px, aktivnosti i proteinske ekspresije GR, zatim
aktivnosti TR i proteinske ekspresije TR i TRX, aktivnosti GST i proteinske ekspresije GST pi/mu,
MnSOD i Nrf2 u misicu kao odgovor na hroni¢nu hladnocu, $to je u skladu sa prethodnim studijama
na mladim adultnim glodarima koje su izvestile o povec¢anju kako aktivnosti razli¢itih enzima AD
(Selman i sar., 2000; Terblanche i sar., 2000; Petrovi¢ i sar., 2008), tako i ekspresije proteina
(Vuceti¢ 1 sar., 2013) nakon izlaganja hladno¢i. Nedavni nalazi morfo-funkcijskih promena u
skeletnim misi¢ima mladih pacova izlaganih hladno¢i dodatno podupiru koncept tkivno-specificne
plasti¢nosti pod sredinskim uticajem, pokazujuéi da izlaganje hladno¢i indukuje smanjenje povrSine
poprec¢nog preseka misi¢nih vlakana radi olakSane difuzije kiseonika (Santocildes i sar., 2025), uz
istovremeni porast aktivnosti kompleksa Il (Matoba i Murakami, 1981; Sanchez-Nufio i sar., 2024),
Sto ukazuje na povecan aerobni kapacitet tkiva (Johannsen i sar., 2026). Trend smanjenja
koncentracije kreatinina koji smo opservirali u cirkulaciji starih pacova izlaganih niskoj temperaturi
moze odrazavati fenomen diureze indukovane hladno¢om i povisene glomerulske filtracije usled
periferne vazokonstrikcije i hipertenzije (Fregly i sar., 1989), ali i potencijalne promene u
metabolizmu misi¢a. Za razliku od BAT gde se termogeni program verovatno odrzava post-
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translacionom aktivacijom, u skeletnom miSi¢u je zabelezeno znacajno povecanje proteinske
ekspresije PGC-1a, glavnog regulatora transkripcionog programa mitohondriogeneze (Chung i sar.,
2017), sto ukazuje na tkivno-specifi¢ne strategije aklimacije na hladno¢u. Da bi odgovorio na
sistemske metabolicke zahteve i odrzao kapacitet za oksidaciju lipida mobilisanih iz WAT, stari
skeletni misi¢, atrofiran u odnosu na mladi, mora kompenzatorno da pospesi sintezu PGC-la
proteina, oslanjajuci se na kvantitet kako bi prevaziSao potencijalne deficite u post-translacionoj
aktivaciji. Ovo je praceno rastu¢im trendom ekspresije kompleksa Ii Il, ATP sintaze i GAPDH, $to
generalno odgovara obrascu pojac¢anog oslanjanja na oksidativni metabolizam. Potencijalno
intenzivirana mitohondrijska oksidacija masnih kiselina i ubrzan protok elektrona kroz respiratorni
lanac mogu biti znacajan izvor H2O> (Petrovi¢ i sar., 2008; Anderson i sar., 2009). Stoga, poveéanje
nivoa proteinskih adukata sa 4-HNE koje smo zabelezili kod starih pacova dugotrajno izlaganih
hladno¢i svedo¢i o povisenom peroksidativnom optereenju na koje misi¢ odgovara
kompenzatornim povecanjem proteinske ekspresije Nrf2, aktivnosti GSH-Px, aktivnosti GST |
ekspresije GST pi/mu. Dodatno, povecanja aktivnosti GR i TR i proteinske ekspresije TR, TRX i
MnSOD sugerisu koordinisan odgovor komponenti AD, prvenstveno povezanih sa glutationom i
tioredoksinom, u funkciji odrzavanja redoks ravnoteze pod zahtevima hroni¢ne hladnoce. Ovi
rezultati specifi¢ni za misi¢ stoga isticu da je profil AD oblikovan sloZzenom interakcijom izmedu
promena povezanih sa starenjem i specificnog trajanja i intenziteta sredinskog ¢inioca. PospeSivanje
komponenti AD koje je podstaklo dugotrajno izlaganje hladno¢i u nasoj studiji je u suprotnosti sa
snizenom ekspresijom gena prijavljenom kod akutnog, lokalnog hladenja misic¢a (Kano i sar., 2025)
ili odgovorima zavisnim od intenziteta zabelezenim kod povremenog izlaganja hladno¢i kod brojlera
(Li i sar.,, 2017). Medutim, intermitentno izlaganje odraslih pacova hladno¢i belezi porast
proteinskih adukata sa 4-HNE u musculus gastrocnemius (Sanchez-Nufio i sar., 2024), Sto se
poklapa sa nasim rezultatom. Kada je u pitanju proteinska ekspresija PGC-1a, prethodna studija
belezi da stare pacove, za razliku od mladih, odlikuje niza ekspresija ovog transkripcionog
koaktivatora nakon izlaganja hladno¢i u trajanju od 24 ¢asa (Derbré i sar., 2012), dok su nasi stari
pacovi izlagani niskoj temperaturi tokom 18 meseci pokazali nivoe ekspresije koji se vracaju na
vrednosti bliske grupi tromesecnih pacova na sobnoj temperaturi. Imajuci u vidu paralelno povisenu
proteinsku ekspresiju PGC-1a i Nrf2 kod starih pacova na hladno¢i, nasi rezultati su u saglasju sa
poznatom sinergistickom regulacijom ovih transkripcionih regulatora. Naime, PGC-la moze
aktivirati Nrf2 inhibicijom GSK3p (negativhog regulatora Nrf2) $to omoguéava da se Nrf2
translocira u nukleus gde se mozZe vezati za promotor gena za PGC-la i pospeSiti njegovu
transkripciju, ¢ime se ostvaruje koordinisana mobilizacija AD i oksidativnog metabolizma u
mitohondrijama kao jednog od glavnih izvora ROS (Gureev i sar., 2019).

Razmatrani u celini, nasi rezultati u misi¢u u skladu su sa moguéim adaptivnim odgovorom
na hroni¢énu hladnou putem kompenzatornog pospeSivanja komponenti AD i regulacije
oksidativnog metabolizma radi noSenja sa peroksidativnim optere¢enjem koje prati termogene
zahteve organizma (Saltykova, 2019). Dugotrajno izlaganje starih pacova niskoj temperaturi nije
uticalo na relativhu masu misica, $to znaci da hladnoca niti dodatno produbljuje starosnu atrofiju,
niti izaziva kompenzatornu hipertrofiju. Istovremeno, izlaganje hladno¢i je pospesilo odgovor AD i
mobilisalo oksidativni metabolizam, sto sugerise da skeletni misi¢ zadrzava kapacitet za redoks-
metabolicko reprogramiranje.

5.4. Specifi¢an redoks-metaboli¢ki profil jetre tokom starenja u osnovi razrastanja i
usloZnjavanja organa na hladno¢i

Za razliku od promena uocenih u BAT, WAT i skeletnim miSi¢ima, jetra je pokazala
jedinstven profil odgovora koji karakterisu strukturno remodeliranje i stabilnost AD. lako svi organi
neizbezno stare, smatra se da stopa opadanja hepati¢ne funkcije ne mora biti sinhronizovana sa
promenama u drugim organima (Rando i Wyss-Coray, 2021; Xiong i sar., 2025), §to se pripisuje
izuzetno visokom regenerativnom, proliferativnom i redoks-metaboli¢kom kapacitetu jetre (Chance
i sar., 1979; Schmucker, 1998; Hunt i sar., 2019).
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Nasi rezultati pruzaju uvid u strukturne promene koje prate ovaj tkivno-specifi¢ni tempo
starenja. Hronolosko starenje na sobnoj temperaturi bilo je povezano sa smanjenjem relativne mase
i slozenosti jetre. Ovo pojednostavljenje parenhima najbolje se moze razumeti kao kompozitna mera
dva istovremena procesa. S jedne strane, autofluorescentna mikroskopija detektuje tackastu
akumulaciju molekula poput lipofuscina, $to doprinosi promenama teksture. S druge strane,
pojednostavljenje  parenhima odrazava pocetak arhitektonskog remodeliranja, poput
pseudokapilarizacije i dilatacije sinusoida, kolagenizacije Diseovih prostora i blage fibroze (Cogger
i sar., 2003; Maeso-Diaz i sar., 2018; Hunt i sar., 2019). Iako histolo$ki suptilni u po¢etnim fazama,
ovi procesi mogu uticati na organizaciju hepatocitnih nizova, smanjuju¢i razmensku povrSinu
izmedu hepatocita i kapilarne mreze, $to se manifestuje kao pad sloZenosti i potencijalno odrazava
na efikasnost i/ili brzinu distribucije nutrijenata.

Ovi rezultati dopunjuju podatke o smanjenju slozenosti hromatina u nukleusima hepatocita
starih miSeva (Panti¢ i sar., 2016), objedinjujuci starenje sa podc¢elijskog na nivo parenhima.
Dinamika broja nukleusa dodatno oslikava obrazac starenja jetre: zabeleZeno je smanjenje kod
Sestomesecnih pacova u odnosu na mlade, pra¢eno povecanjem kod dvogodisnjaka u odnosu na
zrele jedinke. lako ploidija nije direktno merena, ovo kasno poveéanje broja nukleusa saglasno je sa
angazovanjem kompenzatornih mehanizama poput poliploidizacije, poznatog odgovora na ¢elijsku
senescenciju koji se manifestuje ve¢om ucestalos¢u dvojedarnih hepatocita (Gentric i Desdouets,
2014). Vazno je napomenuti da je Lac ostala stabilna tokom starenja (za razliku od BAT), sto
sugeriSe da se gubitak sloZenosti odvija bez znacajnog povecanja heterogenosti parenhimske
teksture ili formiranja praznina, $to je u skladu sa odsustvom izrazene akumulacije lipida (steatoze).
Dakle, predlazemo da uocena strukturna simplifikacija verovatno prethodi o¢iglednim patologijama
poput inflamacije (Maldonado-Rengel i sar., 2024), steatoze (Croce i sar., 2022) i fibroze (Gaudio i
sar., 2005) koje se mogu ocekivati u kasnijim etapama hronoloskog starenja. Stavise, zabeleZeno
pojednostavljenje parenhima jetre tokom hronoloSkog starenja na sobnoj temperaturi moze ukazivati
na narus$avanje morfo-funkcijskog ustrojstva lobulusa, a time i metabolicke zonalnosti.

Nasuprot ovim strukturnim promenama AD profil jetre pokazao je izuzetnu stabilnost.
Nismo detektovali znacajne promene u aktivnostima enzima AD (SOD, CAT, GSH-Px, GR, TR,
GST) niti u ukupnom sadrzaju GSH tokom hronoloskog starenja do 24. meseca (na sobnoj
temperaturi i na hladno¢i). Takode nismo uocili ni znacajne promene u proteinskoj ekspresiji
ispitanih komponenti AD (CuzZnSOD, MnSOD, CAT, GSH-Px1/4, GR, TR, TRX, PRDX3, GGT,
GCL i GST pi/mu) izmedu pacova starosti 3, 6 i 24 meseca koji su boravili na sobnoj temperaturi.
Ova relativna stabilnost AD generalno se slaze sa rezultatima Vyskoc¢ilove i saradnika (2013), ali je
u suprotnosti sa studijama koje izvesStavaju o padu aktivnosti odredenih enzima povezanog sa
starenjem, poput MnSOD (Navarro i Boveris, 2004), CuZnSOD, GST (Ji i sar., 1990) i CAT
(Carrilloisar., 1992) ili o povecanju aktivnosti mitohondrijske GR i GSH-Px (Ji i sar., 1990). Podaci
o sadrzaju GSH 1 ekspresiji enzima uklju¢enih u njegovu sintezu u jetri starih glodara takode
variraju, delimi¢no usled razlika u soju i starosnim grupama koje se porede (Maher, 2005). Stavise,
prijavljeno povecanje ekspresije SOD1, SOD2, GSH-Px, GR, GCL i glutation sintetaze u jetri starih
pacova (Yang i sar., 2015) nije zabeleZeno tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi u
nasem ogledu. Stabilan kapacitet AD jetre, uz stabilan ukupan nivo adukata proteina sa 4-HNE
tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, pracen je usporavanjem oksidativnog
metabolizma, $to je potkrepljeno snizenom proteinskom ekspresijom klju¢nih metaboli¢kih enzima
(kompleks 11, CPT1A, ACADM 1 PCK?2) kod dvogodis$njih pacova na sobnoj temperaturi u odnosu
na tromesecne. Medutim, opadanje kapaciteta za f-oksidaciju (CPT1A) i glukoneogenezu (PCK2),
kao 1 pad ekspresije kompleksa II, zabelezeni su ve¢ kod Sestomesecnih pacova. Ovakav profil
ukazuje na globalno smanjenje energetskog fluksa kroz hepatocite koje nastupa u zrelom dobu i
odrzava se tokom starenja. Nas nalaz o smanjenoj proteinskoj ekspresiji PCK2 kod starih pacova na
sobnoj temperaturi predstavlja vaznu dopunu prethodnim studijama. Naime, Horn i saradnici (1997)
su pokazali da tokom starenja opadaju aktivnost i genska ekspresija citoplazmatske izoforme
fosfoenolpiruvat karboksikinaze (PCK1), dok aktivnost mitohondrijske izoforme (PCK2) ostaje
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nepromenjena. Na$i rezultati, medutim, ukazuju da hronoloSko starenje ipak =zahvata i
mitohondrijski glukoneogeni kapacitet na nivou snizene proteinske ekspresije PCK2. Dodatno,
poznato je da stari hepatociti gube sposobnost adekvatne aktivacije glukoneogenog programa u
odgovoru na kateholamine, usled brze desenzitizacije B-adrenalinskih receptora pri stimulaciji
epinefrinom (Kim i sar., 2009). Stoga, istovremeni pad proteinske ekspresije kompleksa 1l, CPT1A,
ACADM i PCK2 u nasem ogledu u saglasju je sa intrinzickim usporavanjem mitohondrijskog
energetskog metabolizma i smanjenim kapacitetom za obradu kako lipidnih, tako i glukoneogenih
supstrata tokom hronoloskog starenja. Ovo globalno usporavanje hepati¢nog metabolizma na sobnoj
temperaturi jasno se ogleda i u sistemskoj cirkulaciji kroz porast koncentracije mokra¢ne kiseline
kod dvogodisnjih pacova u odnosu na tromeseéne. Za razliku od ljudi, glodari u peroksizomima jetre
poseduju enzim urikazu (urat-oksidazu) koji metabolise mokra¢nu kiselinu u alantoin (Wu i sar.,
1992). Povecanje nivoa mokraéne kiseline u cirkulaciji starih pacova stoga moze ukazivati na
slabljenje funkcije peroksizoma (Vercaemst i sar., 2026) i usporavanje purinskog metabolizma u
jetri, $to je u saglasnosti sa naSim nalazima koji upucuju na smanjen kapacitet za mitohondrijsku -
oksidaciju. Kao §to smo videli, potencijalno smanjenje oksidacije masnih kiselina nije se odrazilo
na povecanje strukturne heterogenosti, u skladu sa odsustvom steatoti¢ne slike parenhima. Kada su
u pitanju prethodna ispitivanja aktivnosti i ekspresije komponenti respiratornog lanca u staroj jetri,
podaci su varijabilni: zabelezeno je smanjenje proteinske ekspresije kompleksa | i ATP sintaze
(Bakala i sar., 2013; Sarver i sar., 2024) i smanjenje aktivnosti kompleksa I, Il i IV (Witte i sar.,
2023), ali i pretezno povecanje ekspresije komponenti kompleksa I-1V (Huang i sar., 2021) kod
starih glodara u odnosu na mlade.

Dakle, tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi jetra pokazuje znake strukturnog
pojednostavljenja uz smanjenje relativne mase i odsustvo morfoloskih obelezja steatoze, odrzavajuéi
stabilan, bazalni kapacitet AD pracen slabljenjem metabolickog kapaciteta mitohondrija. Sa druge
strane, hroni¢no izlaganje hladno¢i kod starih pacova povezano je sa suprotnim obrascima promena
u jetri. Na morfoloskom nivou, dugotrajno izlaganje niskoj temperaturi je kod starih pacova dovelo
do povecanja relativne mase jetre 1 povratka sloZenosti na nivoe zabeleZene kod mladih Zivotinja.
Ova izraZzena hipertrofija jetre na hladno¢i, bez pratee hiperplazije, verovatno predstavlja
prilagodavanje na povisene metabolicke zahteve usled aklimacije na nisku temperaturu (Bartelt i
sar., 2011). Povisene proteinske ekspresije PCK2, ACADM i CPT1A povezane sa hladno¢om koje
je nasa studija zabelezila, odgovaraju profilu intenzivirane glukoneogeneze i oksidacije masnih
kiselina u jetri mladih glodara izlaganih hladno¢i (Nakagawa i Nagai, 1971; Sepa-Kishi i sar., 2018;
Cutler i sar., 2025). Ovo ukazuje da jetra menja preferenciju supstrata: poja¢ano sagoreva masne
kiseline kako bi obezbedila energiju za glukoneogenezu. Intenzivirana glukoneogeneza zahteva
ugljeni¢ne skelete (poreklom od glukogenih aminokiselina poput glutamata, glutamina i aspartata),
koji predstavljaju intermedijere Krebsovog ciklusa. U uslovima izuzetno visokih energetskih
zahteva na hladno¢i, pojacan katabolizam aminokiselina dovodi do intenzivne deaminacije u jetri,
Sto rezultuje pojacanom produkcijom i eksportom uree (Nakagawa i Nagai, 1971). Preostali
ugljeni¢ni skeleti se u mitohondrijama prevode u oksaloacetat, koji PCK2 direktno konvertuje u
fosfoenolpiruvat za potrebe glukoneogeneze. Stoga, istovremeni porast proteinske ekspresije PCK2
u jetri i koncentracije uree u cirkulaciji kod starih pacova dugotrajno izlaganih hladno¢i u nasem
ogledu ukazuje na to da jetra intenzivira kori$¢enje aminokiselina kao glukoneogenih supstrata koje
primarno dobija iz hrane, u skladu sa zabeleZenom hiperfagijom. Pored pojacanog ciklusa uree,
metabolicka reaktivacija jetre na hladno¢i potkrepljena je 1 opadaju¢im trendom koncentracije
mokraéne kiseline u plazmi. Intenzivirana oksidacija masnih kiselina u mitohondrijama, na koju
ukazuje porast CPT1A i ACADM kod pacova izlaganih hladno¢i, u saglasju je sa biogenezom
peroksizoma u hepatocitima radi obrade dugolan€anih i razgranatih masnih kiselina zabelezenom
kod mladih pacova koji su boravili na niskoj temperaturi sredine (Pollera i sar., 1983). Medutim,
pitanje potencijalnog jacanja kapaciteta peroksizoma kod starih pacova dugotrajno izlaganih
hladno¢i ostaje otvoreno, imajuci u vidu naruSavanje morfo-funkcijskih kapaciteta ovih organela
tokom starenja na sobnoj temperaturi (Beier i sar., 1993; Vercaemst i sar., 2026), posebno f-
oksidacije (Yang i sar., 2014), sto moze biti povezano sa lipidnim profilom koji se na hladnoci
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menja. Budu¢i da se disregulacija jednog tipa organela tokom starenja, kroz poremecaje saradnje,
prenosi i na druge tipove (Vercaemst i sar., 2026), izmenjen peroksizomski kapacitet kod starih
pacova na hladno¢i bi mogao da utice i na mitohondrije. lako se porast uree ¢esto pripisuje starosnom
narusavanju bubrezne funkcije (Bowker i sar., 1992; Higgins, 2016), u oglednoj grupi na hladno¢i
on prati metabolicke zahteve aklimacije. Uprkos pojacanom preuzimanju glukoze od strane BAT
(Beck i sar., 1967), odrzavanje stabilne glikemije kod starih pacova na hladnoéi svedoc¢i o izuzetnoj
efikasnosti hepati¢ne glukoneogeneze. Ovi rezultati su u saglasju sa nedavnom studijom koja
pokazuje da uprkos promenama u koncentracijama pojedina¢nih metabolita stari misevi odrzavaju
stabilnost glavnih metabolickih flukseva (Jankowski i sar., 2025). Dodatno, poviSena proteinska
ekspresija CPT1A koju smo zabelezili u grupi starih pacova dugotrajno izlaganih niskoj temperaturi
(u odnosu na stare jedinke na sobnoj temperaturi) sugeriSe poja¢anu konverziju masnih kiselina u
acil-karnitine koji se, alternativno, mogu eksportovati u cirkulaciju i posluziti kao gorivo za
termogenezu u BAT (Simcox i sar., 2017).

Takode, ispitivanja komponenti AD jetre pokazala su da stari pacovi dugotrajno izlagani
hladno¢i pruzaju divergentan odgovor, gde ekspresija mitohondrijskih enzima raste (MnSOD i
PRDX3), dok citoplazmatskih opada (GSH-Px1 i TR), sto sugeriSe kompartmentalizaciju redoks-
zavisnog odgovora. Jetra na hladno¢i primarno regulise nivo H202 u mitohondrijskom matriksu,
nastalog intenzivnom p-oksidacijom (kroz MnSOD/PRDX3 osovinu), dok se citoplazmatski
ogranak AD (GSH-Px1 i TR) potencijalno suprimira radi o¢uvanja zaliha redukovanog glutationa
(GSH) koji se moze distribuirati u ekstrahepati¢na tkiva. Naime, povisena proteinska ekspresija
GCL i GGT, uz trend smanjenja ukupne koli¢ine GSH u jetri starih pacova na hladno¢i, ukazuje na
visok obrt i pojacano izlu¢ivanje GSH iz hepatocita. Ovakav transportni fluks neophodan je kako bi
se odgovorilo na sistemske zahteve, imaju¢i u vidu da druga ispitana tkiva na hladno¢i uglavnom
pospesuju kapacitete AD koji zavisi od GSH. Sumarno, nasa ispitivanja profila AD jetre starih
pacova svedoée o odrzanju bazalnog kapaciteta AD koji je dovoljan da odgovori na metabolicke
zahteve termogeneze bez potrebe za dodatnim pospesivanjem aktivnosti enzima AD, za razliku od
skeletnog misi¢a, BAT i depoa WAT. Jetru odlikuju fina podeSavanja nivoa proteinske ekspresije
enzima AD, §to predstavlja specifi¢no redoks-metaboli¢ko reprogramiranje U odgovoru na poviseno
oksidativno optereéenje usled intenzivirane B-oksidacije pod uticajem hladnoce. Stavise, novija
ispitivanja pokazuju da se meduorganska komunikacija moze odvijati i posredstvom molekula koji
se transportuju putem cirkulacije, poput lipidnih peroksida poreklom iz WAT koji mogu da uti¢u na
regulaciju AD u jetri preko Nrf2 (Cai i sar., 2018). PoviSena koncentracija HDL koju smo zabelezili
na hladno¢i u cirkulaciji, uz povisen ukupni nivo adukata 4-HNE sa proteinima u rwWAT, otvara
mogucnost suptilnije komunikacije izmedu jetre i ovog depoa koja bi nadilazila (reverzni) transport
holesterola i drugih lipidnih supstrata.

Sveukupno, nasi rezultati pokazuju da jetra na sobnoj temperaturi prolazi kroz starenje na
morfoloskom nivou (strukturno pojednostavljenje i redukcija mase), dok njen kapacitet za odrzanje
redoks-metabolicke homeostaze ostaje ocuvan. Hladnoc¢a indukuje strukturnu plasti¢nost
(hipertrofiju i povratak slozenosti), ali ne zahteva drasti¢nu rekonfiguraciju AD, potkrepljujuci
centralnu ulogu jetre u regulaciji sistemske redoks-metabolicke homeostaze ¢ak i u uslovima
starenja i niske temperature sredine koja, kako se ¢ini, ne predstavlja remetilacki Cinilac za ovaj
organ. Stavise, izgleda da jetra starih pacova zadrzava kapacitet za morfo-funkcijsko
reprogramiranje tokom aklimacije na hladno¢u, preuzimajuc¢i ulogu centralnog distributera
energetskih supstrata. Sagorevajuci masne kiseline dopremljene iz hrane i razmenjene sa WAT, jetra
obezbeduje neprekidan fluks novosintetisane glukoze ka aktiviranom BAT, ¢ime se zatvara krug
metaboli¢ke kooperacije neophodne za prezivljavanje na niskoj temperaturi sredine.
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5.5. Intertkivna integracija: redoks-metaboli¢ko reprogramiranje tokom starenja na
hladno¢i

Sumiraju¢i dobijene rezultate, uoCeni tkivno-specificni obrasci morfo-funkcijskog
reprogramiranja naglasavaju promene koje leze u osnovi aklimacije starih pacova na hladnocu i
odrazavaju fluktuacije u meduorganskoj komunikaciji (Tokizane i Imai, 2024). Ova sistemska
preraspodela resursa u osnovi odrzanja termogeneze potkrepljena je usaglasenim obrascima
promena na strukturnom i molekulskom nivou pojedinacnih tkiva/organa. Nasi nalazi snazno
sugeriSu da BAT starih pacova, kroz mehanizme hipertrofije, hiperplazije i istovremenog
pospesivanja AD, oksidativne fosforilacije i dekuplovanja, zadrzava kapacitet da odreaguje na
hladno¢u. Naime, BAT najverovatnije povlaci energetske resurse iz drugih organa (Park i sar.,
2023), prvenstveno iz depoa WAT koji prolaze kroz atrofiju i redoks-metaboli¢ko reprogramiranje,
I jetre koja odgovara kompenzatornom hipertrofijom, uz stabilan redoks profil i metabolicke
kapacitete preusmerene na oksidaciju masnih kiselina i glukoneogenezu. Kona¢no, o¢uvan kapacitet
za redoks-metabolicko reprogramiranje u poznom zivotnom dobu predstavlja osnovni preduslov za
prezivljavanje u uslovima niskih temperatura. Stoga, ¢ini se da aklimacija starih pacova na hladno¢u
predstavlja slozen kompromis izmedu odrzanja fenotipske plasti¢nosti i dugorocne sistemske cene
(Speakman i Garratt, 2014), odnosno alostatskog opterecenja (Sterling i Eyer, 1988; McEwen i
Stellar, 1993) i hormetickog odgovora (Calabrese i Mattson, 2017). Budu¢i da se aklimacija odvija
pod teretom hronoloskog starenja, to Se odrazava na odsustvo produzenog prezivljavanja kod
glodara dozivotno pra¢enih na hladno¢i (Johnson i sar., 1963; Kibler i sar., 1963; Selman i sar.,
2008; Vaanholt i sar., 2009). Nasi tkivno-specificni rezultati, naglaseni sistemskim lipidnim
statusom koji smanjuje faktor rizika za CVD, idu u prilog stanovistu da zivotinje bivaju uspesno
aklimirane na hladnoc¢u, ali otvaraju i pitanje kompromitovanja ovog procesa u kasnijim,
uznapredovalim fazama starenja usled prate¢ih patologija. Ovo je u saglasju sa dosadasnjim
saznanjima o oprec¢nim ucincima hroni¢nog izlaganja hladnoé¢i, bilo da pogorsava ili pospesuje
odredene zdravstvene aspekte (Heroux i Campbell, 1960; Holloszy i Smith, 1986; Ni i sar., 2023;
Boulares i sar., 2025; Kallio i sar., 2025). Dodatno, strukturno pojednostavljenje tkiva povezano sa
hronoloskim starenjem na sobnoj temperaturi koje se usloznjava kod pacova iste starosti na hladno¢i,
doprinosi proceni tkivno-specifi¢ne, bioloske starosti koja je ujedno i potpis fenotipskih promena u
osnovi aklimacije. Dakle, fiziolosko starenje karakterise se odrzanjem kapaciteta za Siroku normu
reakcije (Gladyshev i Gladyshev, 2016; McDonald, 2019; Canguilhem, 2020). Stavise, gotovo
suprotni redoks-metabolicki i morfoloski profili ispitanih tkiva kod pacova dugotrajno izlaganih
hladno¢i u odnosu na stare pacove na sobnoj temperaturi, ukazuju da niska temperatura sredine kroz
intenziviranje metabolizma moze spreéiti iscrpljivanje morfo-funkcijskih kapaciteta koje se
povezuje sa starenjem. Cena ovakve asinhronizacije bioloske u odnosu na hronolosku starost (u
korist predasnje) mozda je upravo izostanak znacajnog produZenja Zivotnog veka na hladnoc¢i
(Johnson i sar., 1963; Kibler i sar., 1963; Selman i sar., 2008; Vaanholt i sar., 2009). U tom sluc¢aju
trebalo bi razlikovati kvantitet od kvaliteta Zivota, u kontekstu koncepta ,,zdravog starenja‘ (eng.
healthy ageing; Menassa i sar., 2023).
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6. ZAKLJUCCI

Rezultati ove disertacije su po prvi put detaljno okarakterisali redoks-metabolicki profil jetre,

skeletnog miSi¢a i masnih tkiva starih pacova dugotrajno izlaganih niskoj temperaturi u kontekstu
molekulskih i strukturnih potpisa starenja. Na osnovu dobijenih rezultata, izvedeni su sledeci
zakljucci:

Nakon dugotrajnog izlaganja hladno¢i u poznom zivotnom dobu tkiva zadrzavaju visok
kapacitet za morfo-funkcijsko reprogramiranje. Odgovor na izmenjene sredinske uslove se
ne odvija izolovano, ve¢ kroz strogo koordinisanu sistemsku preraspodelu resursa u kojoj
masna tkiva, jetra 1 skeletni misi¢i funkcionisu kao integrisana redoks-metabolicka mreza.

Fraktalna analiza, po prvi put primenjena na istovremenu kvantifikaciju promena u
parenhimu mrkog masnog tkiva i jetre pacova, pokazala je da se hronoloSko starenje na
sobnoj temperaturi karakteriSe specificnim strukturnim pojednostavljenjem (smanjenom
slozenos¢u parenhimske arhitekture), a da je dugotrajno izlaganje starih pacova hladno¢i
povezano sa fenotipom koji daje suprotnu, slozeniju sliku. Time je demonstrirana sposobnost
fraktalne analize da proceni biolosku starost tkiva i razluci hronolosko starenje od bioloskog
kapaciteta za strukturno remodeliranje tkiva koje lezi u osnovi aklimacije na hladnocu.

Tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi, uocava se jasna morfoloska i redoks-
metabolic¢ka varijabilnost izmedu ispitivanih tkiva. Jetra i skeletni miSi¢ podlezu redukciji
mase, mrko masno tkivo i jetra pokazuju izrazeno strukturno pojednostavljivanje, dok depoi
belog masnog tkiva pokazuju tendenciju ka hipertrofiji. Ove promene su pracene padom
ekspresije odredenih proteina ukljuéenih u odrzanje energetskog metabolizma u skeletnom
misi¢u (PGC-1a, ATP sintaza, kompleksi I, 11 i 1V respiratornog lanca), jetri (ACADM,
CPT1A, PCK2, kompleks Il respiratornog lanca) i retroperitonealnom belom masnom tkivu
(PGC-1la, kompleks | respiratornog lanca). Navedeni rezultati ukazuju na slabljenje
oksidativnog energetskog metabolizma tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi u
vecini ispitanih tkiva.

Slabija metabolicka aktivnost tokom hronoloskog starenja na sobnoj temperaturi u skladu je
sa zabeleZenim snizenim nivoom proteinskih adukata sa 4-hidroksinonenalom, krajnjim
proizvodom lipidne peroksidacije u jetri (oko 30 kDa), skeletnom miSi¢u i
retroperitonealnom belom masnom tkivu. Istovremeno, ispitana tkiva pokazuju adaptivni
odgovor putem kompenzatorne regulacije antioksidativne odbrane, prvenstveno kroz
povisenu proteinsku ekspresiju transkripcionog faktora Nrf2 (u mrkom masnom tkivu,
gonadalnom belom masnom tkivu 1 skeletnom miSicu) 1 poviSenu ekspresiju GSH-Px4,
enzima specifi¢nog za uklanjanje lipidnih hidroperoksida (u sva tri ispitana masna tkiva).
Retroperitonealno belo masno tkivo, za razliku od mrkog masnog tkiva, skeletnog misica i
jetre, pokazuje smanjenje aktivnosti ve¢ine enzima antioksidativne odbrane (CAT, GSH-Px,
GR, TR, GST) sa starenjem na sobnoj temperaturi, §to odgovara smanjenom oksidativnom
metabolizmu 1 zabeleZenoj hipertrofiji. U ve¢ini ispitanih tkiva/organa tokom hronoloskog
starenja na sobnoj temperaturi, kao i nakon dugotrajnog izlaganja starih pacova niskoj
temperaturi, pokazano je da se CuzZnSOD i MnSOD moduliraju na nivou proteinske
ekspresije, dok im aktivnost ostaje stabilna.

Dugotrajno izlaganje hladno¢i kod starih pacova izaziva snazno morfo-funkcijsko
reprogramiranje koje je gotovo suprotno promenama uocenim kod starih pacova na sobnoj
temperaturi. Dolazi do masivne mobilizacije energetskih rezervi iz depoa belog masnog tkiva
(atrofijja 1 smanjenje precnika adipocita), dok jetra i mrko masno tkivo prolaze kroz
hipertrofiju i1 povratak strukturne slozenosti, uz hiperplaziju koja prati mrko masno tkivo,
spregnuta sa kompleksnos¢u i homogenoséu, strukturnim parametrima koji odrazavaju
aktivirani fenotip.
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e Aklimacija na hladnoéu kod starih pacova rezultuje sistemskim intenziviranjem
metabolizma koje se ogleda u smanjenju telesne mase, kao i mase masnih tkiva, uprkos
izrazenijoj hiperfagiji kod starih pacova dugotrajno izlaganih niskoj temperaturi. Mrko
masno tkivo pospesSuje termogeni i respiratorni kapacitet (porast proteinske ekspresije UCP1,
ATP sintaze, kompleksa | respiratornog lanca i GAPDH), dok jetra preuzima ulogu
centralnog snabdevaca glukozom i masnim kiselinama, pojacavajuéi P-oksidaciju i
glukoneogenezu (porast proteinske ekspresije ACADM, CPT1A, PCK2) kako bi podrzala
sistemske energetske zahteve. Istovremeno, skeletni misi¢ i retroperitonealno belo masno
tkivo  pokazuju poviSenu proteinsku  ekspresiju  transkripcionog  regulatora
mitohondriogeneze (PGC-1la). Pri tome, belo masno tkivo specificno prilagodava svoj
glikoliti¢ki i respiratorni kapacitet smanjenjem proteinske ekspresije ATP sintaze u oba
depoa, kao i povecanjem proteinske ekspresije kompleksa 1 respiratornog lanca u
retroperitonealnom, i poveéanjem proteinske ekspresije GAPDH u gonadalnom depou kako
bi podrzalo kontinuiranu lipolizu i eksport supstrata ka termogenim tkivima. Ovo na
sistemskom nivou rezultuje ubrzanim prometom lipoproteina i uspostavljanjem
protektivnijeg lipidnog profila.

e Intenziviranje energetskog metabolizma na hladno¢i utice na oksidativno optereéenje, Sto se
manifestuje porastom ekspresije adukata proteina sa 4-HNE u jetri (40 i oko 45 kDa),
skeletnom misicu i retroperitonealnom belom masnom tkivu. Tkiva starih pacova zadrzavaju
kapacitet da specificno odgovore na ovu promenu, pokazujuéi izuzetnu plasti¢nost kroz
sinhronizovano pospesivanje antioksidativne odbrane u retroperitonealnom belom masnom
tkivu (aktivnost CAT, GSH-Px, GR, TR, GST i ukupna koli¢ina GSH), mrkom masnom
tkivu (aktivnost CAT, GSH-Px, TR i ukupna koli¢ina GSH) i skeletnom misicu (aktivnost
GSH-Px, GR, TR, GST), pra¢enu poveéanjima ekspresije proteina u mrkom masnom tkivu
(CAT, GSH-Px1), skelethom misi¢u (MnSOD, GR, TRX, TR) i u retroperitonealnom (CAT,
PRDX3) i gonadalnom (GST pi, GCL) belom masnom tkivu. Za razliku od odgovora
navedenih tkiva na dugotrajno izlaganje niskoj temperaturi, jetra odrzava redoks homeostazu
iskljué¢ivo moduliranjem nivoa ekspresije AD enzima, §to ukazuje na njenu robusnu ulogu u
pojacanoj sintezi 1 sistemskoj distribuciji glutationa.

Sveukupno, rezultati ove disertacije pokazuju da dvogodiSnji pacovi imaju ocuvan kapacitet
za morfo-funkcijsko, redoks-metabolicko reprogramiranje, specificno pri  dugotrajnom
podvrgavanju abiotickom ¢iniocu kakva je niska temperatura sredine. Ovaj proces uspostavljanja
nove redoks-metaboli¢ke homeostaze zahteva visoko koordinisanu medutkivnu saradnju, $to je
potkrepljeno morfo-funkcijskim modifikovanjem bioloSke starosti u odgovoru na metabolicke
zahteve okoline. OCuvanje kapaciteta za morfo-funkcijsku plasticnost mrkog masnog tkiva, depoa
belog masnog tkiva, kao i jetre i skeletnog miSi¢a tokom starenja na hladno¢i pruza doprinos
razumevanju bioloSke starosti u kontekstu intenziviranih metabolickih zahteva u izmenjenim
uslovima spoljaSnje sredine.
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IloTniuc ayTopa

Y Beorpapy,




1. AytopcTBo. /03Bo/baBaTe YMHOXKaBake, JUCTPUOYLIUjY U jaBHO CAOMILTaBakbe Jies1a, U
npepajie, ako ce HaBeJie UMe ayTopa Ha HauMH oZpeheH o1 CTpaHe ayTopa WJM JaBaola
JIMLEHIE, YaK U y KoMepuujasiHe cBpxe. OBO je Hajc1060HUja 01 CBUXJIULEHIH.

2. AyTOpCTBO - HEeKOMepLHUjaJaHO. /[03Bo/baBaTe YMHOXaBamwe, JUCTPUOYIIUjy U jaBHO
caonlITaBamwe JeJa, U lpepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HayuH ozpebheH of cTpaHe
ayTopa Wju JaBaolna quleHne. OBa JMlLieHIIa He 103B0/baBa KOMepLHja/lHy YIIOTpeby Aea.

3. AyTopcTBO - HeKoMepuMjaJHO - O6e3 mnpepajga. /[o3Bo/baBaTe yMHOXKaBaibe,
JUCTPHUOYIUjY U jaBHO caoIlITaBakbe Jesa, 6e3 MpoMeHa, NIpeobJHKOBamka UM YIIOTpede
JleJla y CBOM JieJly, aKO Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha Ha4yWH oJipeheH oJi CTpaHe ayTopa WUJH
JlaBaolia JivieHIe. OBa JIMIleHIla He 103B0O/baBa KOMepIHjaJHy YIIOTPeoOy Aesa. Y ogHOCY
Ha CBe OCTaJie JIMLEHIle, 0BOM JIMLIEHIIOM Ce OrpaHUYaBa HajBehr 06MM MpaBa Kopulhemwna
JeJia.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjaJIHO — AEJIMTH MOJA MCTUM ycjaoBuMa. /[o3BosbaBaTe
YMHOKaBabe, JUCTPUOYIMjy U jaBHO CaolllITaBame Jiesa, U Ipepasie, ako ce HaBeze UMe
ayTopa Ha Ha4YWH ojpeheH oJ cTpaHe ayTopa WJIM JaBaolia JIMIEHIe U aKo ce mpepaza
JUCTpUOYyHpa NOJ HMCTOM WM CJAAYHOM JuneHnoM. OBa JiMIleHLIa He [103BOJbaBa
KOMepLHjaJHy yIoTpeoOy Aesia v npepaja.

5. AytopcTBO - 6e3 mpepaja. /lo3Bo/baBaTe yMHOXaBame, JUCTPUOYIUJY U jaBHO
caonlITaBamwe JeJsa, 6e3 IpoMeHa, IpeobJIMKOBawka WU YIIOTpebe Jiesia y CBOM JieJly, ako
ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HAuYMWH oJipeheH o/ cTpaHe ayTopa WM AaBaolia JjuleHie. OBa
JIMLEHIIA Z103B0JbaBa KOMepIMjaHy yroTpeoy jaeJa.

6. AyTOpCTBO - [JeJIMTH MOJA HUCTUM YycjoBUMA. /lo3Bo/baBaTe YMHOXaBakbe,
JAUCTPUOYLHjY U jaBHO cCaoNLITaBakbe Jiesia, U Ipepaje, ako ce HaBe/ie UMe ayTopa Ha HAYUH
oapebeH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMIleHIle U aKO ce Mpepaja JUCTPUOyHpa MoJ,
VCTOM WJIH CJIMYHOM JnLeH1[oM. OBa JIMLieHIIa 03B0/baBa KOMepPIMjaJIHy yIoTpeby Jesa u
npepaja. CivdHa je copTBEPCKUM JIHIlEHI]aMa, OJHOCHO JIMIleHIlaMa OTBOPEHOT Ko/ia.



