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Uticaj gena SOX2 i SOX9 i miR-21 na fenotipske karakteristike astrocita poreklom od
pluripotentnih NT2/D1 ¢elija

SazZetak

Astrociti su glavne homeostatske ¢elije centralnog nervnog sistema (CNS), sa jedinstvenom
sposobnoscu da se aktiviraju u odgovoru na razli¢ita patoloska stanja CNS-a. Poznato je da tokom
procesa aktivacije ponovo sticu odredene osobine astrocitnih prekursora, uklju¢uju¢i ponovnu
ekspresiju regulatornih proteina SOX2 i SOX9. lako su uloge SOX2 i SOX9 u gliogenezi poznate,
njihove funkcije u zrelim astrocitima nisu u potpunosti razjasnjene. MikroRNK (miRNK)
predstavljaju bitne regulatore razlicitih funkcija astrocita, pri ¢emu miR-21 ima znacajnu ulogu u
reaktivnoj astrogliozi. Medutim, njena uloga u drugoj znacajnoj fenotipskoj promeni astrocita,
senescenciji, nije poznata. Primenom lentiviralne transdukcije, imunofluorescencije i Western blot-a
na astrocitima poreklom od NT2/DI ¢elija (NT2/A) ispitane su uloge SOX2, SOX9 i miR-21 u
fenotipskim osobinama astrocita, sa fokusom na procese aktivacije i senescencije. Rezultati su
pokazali da SOX2 povecava proliferativni kapacitet NT2/A, dok SOX9 povecava migratorni
kapacitet. Takodje, pokazano je da SOX9 povecava ekspresiju NFIA i glutamatnog transportera
GLAST kao 1 da dovodi do povecanja kapaciteta za preuzimanje vancelijskog glutamata u zrelim
astrocitima. Sa druge strane, utiSavanje miR-21 smanjuje proliferaciju astrocita i potencijalno pomaze
njihov ulazak u senescenciju. Nasi rezultati pokazuju da SOX2, SOX9 i miR-21 ostvaruju bitne uloge
u procesima aktivacije i senescencije astrocita. Razumevanje njihovog uticaja na fenotipske
karakteristike astrocita vezanih za aktivaciju i senescenciju otvara moguénost za njihovu modulaciju
koja bi potencijalno mogla doprineti razvoju novih terapeutskih strategija za regeneraciju tkiva i
oporavak CNS-a.

Kljuéne reci: astrociti, SOX2, SOX9, NT2/D1, miR-21, senescencija, reaktivna astroglioza,
proliferacija, migracija, glutamat

Nauéna oblast: Biologija

UZa nau¢na oblast: Molekularna biologija



The role of SOX2 and SOX9 genes and miR-21 in phenotypical characteristics of astrocytes
derived from pluripotent NT2/D1 cells

Abstract

Astrocytes are the primary homeostatic cells of the central nervous system (CNS), with a
unique ability to reactivate in response to various pathological disorders of the CNS. During the
reactivation process, they reacquire certain characteristics of astrocytic precursors, including re-
expression of the transcription factors SOX2 and SOX9. While the roles of SOX2 and SOX9 in
gliogenesis are well known, their functions in mature astrocytes remain incompletely understood.
MicroRNAs (miRNAs) are key regulators of various astrocytic functions, with miR-21 playing a
significant role in reactive astrogliosis. However, its role in another major phenotypic change in
astrocytes, senescence, is unknown. Lentiviral transduction, immunofluorescence, and Western blot
analysis were employed to investigate the roles of SOX2, SOX9, and miR-21 in the phenotypic
properties of astrocytes derived from NT2/D1 cells (NT2/A), with the focus on the processes of
reactivation and senescence. Our results showed that SOX2 increases the proliferative capacity of
NT2/A, while SOX9 increases their migratory capacity. SOX9 also increases the expression of NFI/A
and the glutamate transporter GLAST, as well as the capacity for extracellular glutamate uptake in
mature astrocytes. Silencing miR-21 reduces astrocyte proliferation and potentially promotes their
senescence. Our findings indicate that SOX2, SOX9, and miR-21 play critical roles in the processes
of astrocyte reactivation and senescence. Understanding the influence of these factors on astrocyte
phenotypic characteristics related to reactivation and senescence opens the possibility for their
modulation, which could potentially contribute to the development of novel therapeutic strategies for
tissue regeneration and CNS recovery.

Key words: SOX2, SOX9, astrocytes, NT2/D1, miR-21, senescence, reactive astrogliosis,
proliferation, migration, glutamate.

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Molecular biology
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1. Uvod

1.1. Geni SOX/Sox familije
1.1.1. Funkcije gena SOX/Sox familije

Razvi¢e kod visih organizama ukljucuje kompleksnu geneticku regulaciju na molekularnom
nivou. U regulaciju razvi¢a ukljuceno je nekoliko familija kljucnih regulatornih gena. Geni familije
SOX/Sox (engl. Sry-related HMG box genes) predstavljaju evolutivno mladu familiju gena bitnih za
regulaciju razvic¢a. Prvootkriveni ¢lan familije SOX/Sox gena bio je gen Sry (engl. Sex-
determining Region Y), otkriven 1990. godine kao gen sa funkcijom u odredivanju muskog pola
(Prior & Walter, 1996). Tokom kloniranja ovog gena, otkriveni su i drugi geni koji sa genom Sry dele
homologiju u okviru DNK vezuju¢eg domena koji se naziva HMG boks (engl. high mobility group
box) (Denny et al., 1992; Wright et al., 1993). Geni SOX/Sox familije predstavljaju evolutivno
konzerviranu familiju gena koji reguliSu mnoge procese tokom razvi¢a, a ukljuceni su i u odrzavanje
homeostaze adultnih tkiva (Bowles et al., 2000; Stevanovic et al., 2021). Geni SOX/Sox kodiraju
istoimene regulatorne proteine transkripcije koji svoju ulogu u aktivaciji ili represiji gena ostvaruju
preko HMG boksa preko koga se vezuju za regulatorne elemente ciljnih gena 1 vrSe njihovu
regulaciju. HMG boks se sastoji od 79 aminokiselina koje omoguc¢avaju specifi¢no vezivanje za
sekvencu na molekulu DNK (A/T A/T CAA A/T) (Harley et al., 1994; Stevanovic et al., 2021). SOX
regulatorni proteini reguliSu mnoge procese tokom razvica, kao §to je odrzavanje pluripotentnosti
mati¢nih Celija, ¢elijska proliferacija, specijalizacija Celija, kao i terminalna diferecijacija ¢elija u
tkiva i organe (Stevanovic et al., 2021). Do danas je opisano 20 ¢lanova SOX/Sox familije gena kod
c¢oveka 1 misa koji se dele u 8 grupa oznacenih slovima od A do H (Schepers et al., 2002) (Tabela 1).
Pored HMG boks domena, SOX proteini sadrze i druge funkcionalne domene kao S$to su:
transaktivacioni, transrepresorski domen i1 domen za dimerizaciju (Lefebvre et al., 2007). SOX
proteini svoju ulogu u regulaciji transkripcije ostvaruju direktnim vezivanjem HMG domena za mali
zljeb molekula DNK. Dok se kod ¢lanova u okviru iste grupe SOX gena uocava visok stepen
homologije u sekvenci unutar i izvan HMG boks domena (70-95%), ¢lanovi razli¢itih grupa pokazuju
homologiju samo u okviru HMG boks domena (>46%) (Bowles et al., 2000). Ekspresija ¢lanova u
okviru iste grupe gena SOX cCesto se preklapa u tkivima i deluju sinergisticki, a mogu i da jedni
drugima nadomeste funkciju (Bernard & Harley, 2010).

Brojni SOX proteini sadrze transaktivacione domene C-terminalno u odnosu na HMG box,
¢ija aktivnost Cesto zavisi od regulatornih elemenata i proteina partnera sa kojim stupaju u interakciju.
Takav je slucaj sa ¢lanovima porodica SOXBI, C, E i F koji su poznati kao transkripcioni aktivatori
svojih ciljnih gena (Bernard & Harley, 2010). Nasuprot tome, SOXB2 proteini, SOX14 i SOX21,
poseduju represorski domen C-terminalno u odnosu na HMG boks. Kako bi ostvarili svoju funkciju
SOX proteini preko aktivatorskih ili represorskih domena regrutuju kofaktore potrebne za pokretanje
ekspresije ili represije gena. Zanimljivo je da SOXD proteini nemaju tipian aktivatorski ili
represorski domen i njihova funkcija zavisi od tipa tkiva ili razvojnog stadijuma (Bernard & Harley,
2010). Kako bi ostvarili svoju regulatornu funkciju SOX stupaju u interakcije sa drugim
regulatornimn proteinima. Osim gena SRY 1 SOX3 koji se nalaze na polnim hromozomima, svi ostali
geni SOX su locirani na autozomima i rasuti su po genomu (Prior & Walter, 1996). Geni SOX iz B i
C grupe ne sadrZe introne. Vecina SOX gena imaju jedan egzon, dok SOX5, SOX9,
SOX10,S0X15, SOX17 1SOXI8 koji poseduju vise egzona (Argentaro et al., 2000; Cohen-Barak et
al., 2001; Han et al., 2010; Ikeda et al., 2002) (Tabela 1).

Tabela 1. Klasifikacija gena Sox miSa, sa oznakom grupe kojoj gen pripada, funkcijom i strukturnom
organizacijom proteina Kkodiranih Sox genima. Na Sematskom prikazu proteina blokovi oznacavaju
funkcionalne domene, a brojevi oznacavaju aminokiselinsku poziciju domena. Crni blok oznacava HMG
domen, blok oznacen vertikalnim linijama oznacCava transaktivacioni domen, blok oznacen horizontalnim



linijama oznacava transrepresorski domen, dok blok sa dijagonalnim linijama predstavlja dimerizacioni
domen. Preuzeto i izmenjeno iz: Lefebvre et al., 2007.
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1.1.2. Uloge SOX proteina u neuralnoj diferencijaciji

Tokom embrionalnog razvi¢a centralnog nervnog sistema (CNS), multipotentne neuralne
prekursorske ¢éelije prolaze kroz specifican obrazac diferencijacije gde prvo dolazi do diferencijacije
neurona, a tek nakon toga dolazi do diferencijacije glijskih ¢elija (Kang et al., 2012; Kessaris et al.,
2001). Neurogeneza je proces u kome ucestvuju mnogi SOX proteini od pocetka diferencijacije do
generisanja zrelih neurona. Clanovi SOXB i SOXC grupe ostvaruju svoju ulogu sukcesivno tokom
ovog procesa (Bergsland et al., 2006) (Slika 1). Clanovi SOXBI grupe (SOX1, SOX2 i SOX3) su
eksprimirani u neuralnim prekursorskim ¢elijama, dok su ¢lanovi SOXB2 grupe (SOX21) 1 SOXC
grupe (SOX14 1 SOX11) eksprimirani u neuronalnim progenitorima koji ¢e se diferencirati u neurone
(de la Rocha et al., 2014) (Slika 1). Clanovi SOXBI grupe spre¢avaju diferencijaciju neuronalnih
progenitora u neurone (Kiefer, 2007). Pokazano je da povecana ekspresija ovih transkripcionih
regulatora dovodi do inhibicije neuronalne diferencijacije, dok utiSavanje njihove ekspresije dovodi
do ekspresije post- mitotickih neuronalnih markera (Bylund 2003). Sa druge strane SOX21, SOX4 i
SOX11, podsti¢u neuronalnu diferencijaciju (Kiefer, 2007). Povecana ekspresija SOX4 i SOX11 u
neuronalnim progenitorima dovodi do preuranjene ekspresije pro-neuronalnih markera (Bergsland et
al., 2006). Clan SOXE grupe, SOX9, ima kljuénu ulogu u inicijaciji gliogeneze (Kang et al., 2012)
(Slika 1). Ovaj SOX protein je bitan za odrzavanje populacije neuralnih mati¢nih celija u
embrionalnom i adultnom mozgu (Kang et al., 2012). Studije su pokazale da odsustvo SOX9 u
neuralnim progenitorima dovodi do neuspesne diferencijacije astrocita i oligodendrocita, dva glavna
tipa glijskih celija (Stolt et al., 2003). Pokazano je da se SOX9 eksprimira i tokom sazrevanja
astrocita, dok SOX10 i SOX8 preuzimaju njegovu ulogu u diferencijaciji i sazrevanju oligodendrocita
(Stolt et al., 2004; Weider et al., 2013) (Slika 1). IstraZivanja su pokazala da je SOX10 klju¢an za
mijelinizaciju neurona u CNS-u i perifernom nervnom sistemu, preko kontrole ekspresije glavnih
proteina mijelina (Stolt & Wegner, 2010).

1.1.3. Gen SOX2/S0x2 u gliogenezi

Humani gen SOX2/Sox2 (engl. SRY-related HMG-box gene 2) pripada podgrupi gena SOXBI1
zajedno sa SOX3/Sox3 1 SOX1/Soxl genima (Lefebvre et al., 2007). SOX2 svoju ulogu u razvi¢u
ostvaruje kroz odrzavanje pluripotentnosti i proliferativnog potencijala mati¢nih ¢elija (Novak et al.,
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2020). Jedan je od najranije eksprimiraih regulatornih proteina tokom razvi¢a CNS-a. Tokom razvi¢a
ovaj regulatorni protein je eksprimiran u unutrasnjoj c¢elijskoj masi 1 primitivhom ektodermu
(Keramari et al., 2010).

embrionalna matiéna céelija
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Slika 1. Uloge SOX proteina u diferencijaciji neurona i razli¢itih tipova glijskih éelija. Sematski prikaz procesa
diferencijacije neurona (levo) i glijskih ¢elija (desno). Nivoi ekspresije SOX proteina tokom neuronalne i diferencijacije
glijskih ¢elija predstavljeni su strelicama nadole (smanjena ekspresija) i strelicama nagore (povecana ekspresija). Preuzeto
i izmenjeno iz Stevanovic et al., 2021.

Ovaj regulatorni protein je tokom razviéa CNS-a eksprimiran u neuroektodermu, kao i u neuralnim
progenitorima, ¢ijom diferencijacijom nastaju neuroni i glijske ¢elije (Avilion et al., 2003). SOX2 je
takode eksprimiran u adultnom mozgu u neurogenim zonama, u subventrikularnoj zoni lateralne
ventrikule i1 subgranularnoj zoni dentatnog girusa (Shimozaki, 2014). Kako bi ostvario svoju funkciju
u odrzavanju pluripotentnosti neuralnih mati¢nih i embrionalnih mati¢nih ¢elija SOX2 ostvaruje
kontakt sa ko-faktorima, kao S§to je OCT4 (engl. octamer-binding transcription factor 4). Neki od
ciljnih gena SOX2 i OCT4 su geni Nanog (engl. Homeobox protein NANOG), Utfl (engl.
Undifferentiated Embryonic Cell Transcription Factor 1) 1 Fgf4 (engl. Fibroblast growth factor 4)
(Keramari et al., 2010). Takode, ekspresija nestina, markera neuralnih maticnih ¢elija, se nalazi pod
regulacijom ova dva regulatorna proteina (Josephson et al., 1998). Studije su pokazale da povecana
ekspresija SOX2 u neuralnim progenitorima odrzava ove ¢elije u pluripotentnom stanju i inhibira
njihovu diferencijaciju u neurone, dok utiSavanje ekspresije SOX2 dovodi do njihove diferencijacije
u neurone (Drakulic et al., 2012; Klajn et al., 2014; Stevanovic et al., 2021). Ekspresija SOX2
ogranicena je na proliferiSuce celijske populacije uklju¢ujuci neuralne mati¢ne i progenitorske celije,
glijske prekursore kao i proliferiSuce astrocite prisutne tokom ranog postnatalnog razvi¢a (Bani-
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Yaghoub et al., 2006). Studija Bani-Yaghoub i saradnika pokazala je da se u in vitro kulturama
astrocita ekspresija ovih regulatornih proteina odrzava na visokom nivou u astrocitima koji su
proliferativni. Dugoro¢nim gajenjem u kulturi, smanjuje se proliferativni kapacitet astrocita i ulaze u
utiSano stanje, i u ovoj fazi sazrevanja ekspresija SOX2 se znacajno smanjuje (Bani-Yaghoub et al.,
2006). Za razliku od zrelih neurona u kojima dolazi do trajnog gaSenja ekspresije ovog proteina i
njegove degradacije proteolitiCkim enzimima, u terminalno diferenciranim astrocitima ekspresija
ovog gena se moze ponovo aktivirati tokom procesa reaktivne astroglioze (Bani-Yaghoub et al.,
2006). Uloge SOX2 u procesu reaktivne astroglioze su nedovoljno ispitane, medutim odredene studije
pokazuju da je ponovna ekspresija SOX2 u reaktivnim astrocitima povezana sa njihovim poveéanim
proliferativnim kapacitetom (Chen et al., 2019).

1.1.4. Gen SOX9/50x9 u gliogenezi

Gen SOX9/Sox9 pripada podgrupi SOXE gena zajedno sa genima SOX8/Sox8 1 SOX10/Sox10
(Lefebvre et al., 2007). Protein SOX9 predstavlja kljucni faktor inicijacije gliogeneze (Kang et al.,
2012). Eksperimenti na embrionalnoj kicmenoj mozdini misSa i pileta pokazali su da ovaj regulatorni
protein transkripcije regrutuje regulatorni protein NFIA sa kojim formira kompleks koji ko-regulise
ekspresiju set gena ukljucujuéi APCDDI (engl. Adenomatosis Polyposis Coli downregulated 1),
MMD? (engl. Monocyte To Macrophage Differentiation Associated 2) 1 ZCCHC24 (engl. Zinc finger
CCHC domain-containing protein 24) sa kljucnim ulogama u regulaciji fiziologije astroglijalnih
prekursora (Kang et al., 2012). NFIA (engl. Nuclear Factor I A) pripada familiji NFI (engl. Nuclear
factor I) transkripcionih regulatora ukljucenih u inicijaciju gliogeneze (Li et al., 2018). Eksperimenti
na embrionalnoj ki¢menoj mozdini pileta pokazali su da APCDD1 ima ulogu u migraciji astrocitnih
prekursora tokom gliogeneze (Kang et al., 2012). MMD?2 ima ulogu u metabolizmu astrocitnih
prekursora (Kang et al., 2012), dok ZCCHC24 pored uloge u migraciji astrocitnih prekursora (Kang
et al., 2012) ima ulogu u sprecavanju apoptoze ¢elija tokom razvica CNS-a (Vitorino et al., 2014).
Povecan nivo ekspresije APCDD1 u HeLa ¢elijama dovodi do povecane sinteze i polimerizacije F-
aktina, koja se povezuje sa povec¢anim migratornim kapacitetom celija (Kang et al., 2012). Ista studija
pokazala je da APCDDI svoju ulogu ostvaruje preko interakcije sa Rho-GTPazom (engl. Ras
homologous (Rho) protein family GTPases) za koju je poznato da ucestvuje u polimerizaciji F-aktina
(Machesky & Hall, 1997; Nobes & Hall, 1995). Studija Kang i saradnici pokazala je da SOX9 u
kompleksu sa NFIA indukuje ekspresiju glutamatnog transportera GLAST (engl. glutamate aspartate
transporter), markera astroglijalnih prekursora (Kang et al., 2012). Takode, studije na humanim
embrionalnim mati¢nim ¢elijama i humanim indukovanim pluripotentnim ¢elijama (IPSc) pokazale
su da je povecan nivo ekspresije SOX9 i NFIA u ovim ¢elijama dovoljna za generisanje funkcionalnih
astrocita (Li et al., 2018). Ovako dobijeni astrociti imaju karakteristi¢cnu morfologiju astrocita,
eksprimiraju specifi¢ne astrocitne markere i zadrzavaju svoje karakteristike nakon transplantacije u
mozak miSa. Funkcionalno, one podsecaju na primarne astrocite, prenose kalcijumske talase,
preuzimaju glutamat i podrzavaju rast neurita (Li et al., 2018). Studije su pokazale da se ekspresija
SOX9 povecava u reaktivnim astrocitima tokom reaktivne astroglioze, medutim njegova uloga u
ovom procesu nije dovoljno razjas$njena (Sun et al., 2017).

1.2. MikroRNK

Mikro RNK (miRNK) su klasa malih, nekodiraju¢ih RNK duzine 22-24 nukleotida, koje su
ukljucene u post-translacionu regulaciju ekspresije gena (Saliminejad et al., 2019). Vezuju se za 3’-
netranslatirajuc¢i region (3° UTR) ciljnih iRNK uzrokujuéi njihovu degradaciju, represiju translacije
ili deadenilaciju (Rajman & Schratt, 2017). MiRNK su u genomu lokalizovane u regionima bez
kodiraju¢eg potencijala ili u okviru introna gena za proteine (Rajman & Schratt, 2017). Identifikovani
su u genomima zivotinjama, biljkama i odredenim virusima i najée$¢e ostvaruju represiju ekspresije
gena na nivou iRNK (Bartel, 2004). Bitni su regulatori brojnih ¢elijskih procesa kao §to je razvice,
diferencijacija, proliferacija ¢elija i apoptoza. Vecina gena za miRNK su transkribovani pomocu
RNK polimeraze II (Pol II) u prekursore zrelih miRNK koji se nazivaju primarne miRNK (engl.
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primary miRNA, pri-miRNK). Ovi prekursori poseduju nekoliko “stablo-petlja” (engl. stem loop)
struktura. Pri-miRNK se u nukleusu pomoc¢u enzima Drosa seku u prekursorske miRNK (pre-
miRNK), a nakon transporta iz nukleusa seku se u male dvolan¢ane RNK enzimom koji se naziva
Dajser (Saliminejad et al., 2019; Vishnoi & Rani, 2017). Jedan od lanaca dvolan¢ane RNK postaje
zrela miRNK, a drugi se obi¢no razgraduje. Zrela miRNK se potom ugraduje u ribonukleo-proteinski
kompleks za utiSavanje RNK (engl. RNA-induced silencing complex, RISK) zajedno sa Argonaut
proteinima. Ovaj kompleks omogu¢ava miRNK da prepozna i veze ciljnu iRNK na osnovu
komplementarnosti nukleotida. Nakon vezivanja za ciljnu iRNK, RISK kompleks moze inhibirati
translaciju iRNK ili izazvati njenu razgradnju, ¢ime se suprimira ekspresija gena (Saliminejad et al.,
2019). Pretpostavlja se da su miRNK ukljucene u regulaciju ekspresije ~60% protein kodirajucih
gena (Macfarlane & Murphy, 2010). Poremecaji u nivoima ekspresije molekula mikro RNK ukljuceni
su u patogenezu mnogih bolesti, kao $to su neurodegenerativne, maligne 1 kardiovaskularne bolesti
(Vishnoi & Rani, 2017). Danas je istrazivacki fokus usmeren na konstruisanje terapeutskih pristupa
baziranih na primeni sinteticki sintetisanih miRNK oligonukleotida, koji mogu zameniti funkcije
miRNK ¢ija je ekspresija smanjena u razli¢itim patologijama, ili dovesti do utiSavanja njihove
ekspresije u slucajevima kad je njihova ekspresija povecana (Samad & Kamaroddin, 2023).

1.2.1. MikroRNK u CNS-u

Poznato je da miRNK ucestvuju u razvi¢u nervnog sistema, a narusivanje njihove regulacije
se povezuje sa razli¢itim neurorazvojnim i neurodegenerativnim bolestima (Rajman & Schratt, 2017).
Cesto se nazivaju master regulatorima neuralnog razvic¢a jer kontrolidu brojne procese kao $to su
migracija, diferencijacija, neuronalna polarizacija i formiranje sinapsi (Rajman & Schratt, 2017).
Molekuli miRNK tokom razvi¢a CNS-a reguliSu ekspresiju gena u razli€itim tipovima neuronalnih
¢elija, u razli¢itim fazama razvica, ¢ak i u odredenim delovima ¢elija, $to ukazuje na njihovu bitnu
ulogu u prostornoj i vremenskoj organizaciji genske ekspresije tokom razvica CNS-a (Rajman &
Schratt, 2017). Ukljucene su u diferencijaciju i neurona i razlicitih tipova glijskih ¢elija. Rezultati
dosadasnjih eksperimentalnih istrazivanja pokazuju da molekuli miR21 tokom razvica CNS-a
podstic¢u proliferaciju neuralnih mati¢nih ¢elija i neuralnu diferencijaciju (Zhang et al., 2018).
Istovremeno, molekuli miR-134 i miR-184 ukljuceni su u procese proliferacije i migracije neuralnih
progenitora, dok molekuli miR-9, miR-124, miR-137 i ¢lanovi familije let-7 (let-7a, let-7b) imaju
ulogu u neuronalnoj diferencijaciji (Bian et al., 2013). Od njih, molekuli miR-9 i miR-124
najzastupljeniji su i najvise prou¢avane miRNK u mozgu. Pretpostavlja se da ove dve miRNK deluju
putem inhibicije transkripcionog respresora REST (engl. REI-Silencing Transcription Factor)
ukljucenog u inhibiciju neurogeneze, ¢ime podsticu ovaj proces (Rajman & Schratt, 2017). Molekul
MiR-9, zajedno sa miR-132, takode ucestvuje u regulaciji rasta i grananja dendrita, kao 1 u
funkcionalnosti sinapsi (Giusti et al., 2014; Magill et al., 2010). Pored toga Sto ucestvuju u
neurogenezi tokom razvi¢a, miRNK su uklju¢ene i1 u adultnu neurogenezu u neurogenim zonama
mozga (Rajman & Schratt, 2017). MiR-153 je jedna od miRNK ukljucenih u regulaciju inicijacije
gliogeneze. Svoju ulogu ostvaruje kroz represiju translacije NFIA 1 NFIB, ¢ime odlaze preranu
inicijaciju gliogeneze (Zhao et al., 2010). Molekul miR-92a ucestvuje u astrocitnoj diferencijaciji
nizvodno od NANOG (Dugas et al., 2010) dok bitnu ulogu u diferencijaciji oligodendrocita ostvaruju
miR-219 i miR-338 (Zhao et al., 2010).

1.2.2. MiR-21

Molekul miR-21 je jedna od prvootkrivenih i najizucavanijih mikroRNK, ¢ija je ekpresija
znafajno povecana u mnogim malignim bolestima ukljucujué¢i glioblastom (Chan et al., 2005;
Krichevsky & Gabriely, 2009). Eksprimirana je u velikom broju tipova ¢elija i ima vitalne regulatorne
uloge 1 u fizioloSkim i patoloskim uslovima (Jenike & Halushka, 2021). Molekul miR-21 deluje kao
onkogen u razli¢itim tipovima malignih tumora tako §to inhibira apoptozu, a povecava proliferativni
1 migratorni kapacitet ¢elija (Asangani et al., 2008; Bai & Bian, 2022; Chan et al., 2005). Rezultati
studije Zhang i saradnici pokazali su da povecana ekspresija miR-21 dovodi do povecéanog
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proliferativnog kapaciteta neuralnih mati¢nih ¢elija, najverovatnije preko Wnt/B-katenin signalnog
puta (Zhang et al., 2018). Povecan nivo ekspresije miR-21 u neuronalnim prekursorima dovodi do
povecane ekspresije ciklina D1- CDK1 i smanjene ekspresije p21 inhibitora ¢elijskog ciklusa (Zhang
et al., 2018) koji su deo ovog signalnog puta. Takode, povecan nivo ekspresije miR-21 dovodi do
indukcije neuronalne diferencijacije (Zhang et al., 2018). Ekspresija ove miRNK se povecava u
reaktivnim astrocitima nakon povrede (Liu et al., 2018), a njena regulacija je naruSena u mnogim
patologijama CNS-a, stoga se ona potencijalno moze koristiti kao meta za lecenje razli¢itih bolesti
CNS-a (Bai & Bian, 2022). NaruSena regulacija ove miRNK se moze uociti u neurodegenerativnim
bolestima kao $to je Alchajmerova bolest (AB), Parkinsonova bolest (PB) i amiotrofi¢na lateralna
skleroza (ALS) (Bai & Bian, 2022). Molekul miR-21 takode deluje kao regulator imunoloskog
NF-kB) i NOD-sli¢nog receptorskog proteina 3 (engl. NOD-like receptor protein 3, NLRP3) koji su
osnova hroni¢no niskog nivoa sistemske inflamacije koja je prisutna tokom starenja (Olivieri et al.,
2021). Eksperimenti na miSevima pokazali su da utiSavanje miR-21 pomocu anti-sense-miR21
oligonukleotida dovodi do smanjenja inflamatornog odgovora u hroni¢nim inflamatornim bolestima
kako Sto su sistemski lupus i psorijaza (Garchow et al., 2011; Guinea-Viniegra et al., 2014).
Interesantno je takode da se nivo ekspresije miR-21 znac¢ajno menja u tkivima i1 u krvotoku tokom
starenja Sto je korelisano sa razli¢itim upalnim stanjima i bolestima koje su vezane za proces starenja
(Olivieri et al., 2021).

1.3. TERA2 pluripotentna embrionalna karcinomska celijska linija

Teratokarcinomi su maligni tumori koji spadaju u grupu tumora germinativnih ¢elija. Sastoje
od teratoma i embrionalnog karcinoma. Teratomi sadrze diferencirane somatske celije sva tri klicina
lista (endoderm, mezoderm 1 ektoderm), dok embrionalni karcinomi c¢ine nediferencirane
embrionalne karcinomske ¢elije koje po karakteristikama odgovaraju ¢elijama unutrasnje celijske
mase blastocista 1 primitivnog ektoderma (Andrews et al., 2005). Embrionalne karcinomske ¢elije
(EK ¢elije) poreklom iz teratokarcinoma su pluripotentne, imaju sposobnost samo-obnavljanja i mogu
se diferencirati u bilo koji ¢elijski tip, a sposobne su i da generiSu ¢itav tumor nakon transplantacije
u organizam domacina. Diferencijacija ovih ¢elija po mnogim svojstvima podse¢a na embriogenezu
(Andrews et al., 2005). Humane embrionalne karcinomske celije po morfoloSkim svojstvima,
ekspresiji povrSinskih antigena, biohemijskim svojstvima i potencijalu za diferencijaciju pokazuju
sli¢nost sa humanim embrionalnim mati¢nim ¢elijama (Andrews, 1998; Sperger et al., 2003). Zbog
navedenih osobina, humane EK ¢elije smatraju se malignim pandanima humanih embrionalnih ¢éelija
1 predstavljaju pogodan model sistem za izu€avanje in vitro diferencijacije ¢elija. TERA2 je jedna od
prvih uspostavljenih humanih ¢elijskih linija. Ova ¢elijska linija vodi poreklo od metastaze karcinoma
pluca pacijenta koji je imao primarni embrionalni karcinom testisa (Trempe, 1975).

1.3.1. NTERAZ2 ¢elijska linija

Od TERAZ2 ¢elijske linije proizvedena je NTERAZ2 ¢elijska linija. NTERAZ2 ¢elijsku liniju je
izolovao Piter Endrujs (engl. Peter Andrews) nakon transplantacije TERA2 ¢elija u imunodeficijentne
»hude' miSeve. U miSevima se formirao ksenograftni tumor sa karakteristikama teratoma (Andrews
et al., 1984). Izolovani su pojedina¢ni klonovi NTERA2 ¢elija, a medu njima NTERA2 klon D1
(NT2/D1) predstavlja ¢elijsku liniju koja se Siroko koristi u istrazivanjima. Pored toga $to su sposobne
da formiraju teratome, NT2/D1 ¢elije su podlozne indukciji retinoi¢nom kiselinom (RK) i drugim
agensima. Pod uticajem retinoi¢ne kiseline, NT2/D1 ¢elije gube fenotip EK celija i pocinju da se
diferenciraju u pravcu neuralnog fenotipa do finalno diferenciranih neurona i astrocita (Andrews et
al., 1984; Lee & Andrews, 1986; Pleasure & Lee, 1993; Pleasure et al., 1992). Stoga je ova celijska
linija pogodna za izucavanje ranog razvi¢a CNS (Marchal-Victorion et al., 2003). NT2/D1 mogu biti
indukovane i1 drugim agensima kao $to su kosStani morfogenski proteini (engl. bone morphogenic
proteins, BMP) i heksametilen bisacetamid (engl. hexamethylene bisacetamide, HMBA). Tretman
NTERAZ2 ¢elija BMP proteinima uzrokuje diferencijaciju u ¢elije koje predominantno ispoljavaju
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epitelni fenotip, dok HMBA dovodi do diferencijacije u ¢elije epiderma (Caricasole et al., 2000;
Simoes & Ramos, 2007). Diferencijacija NT2/D1 celija pod dejstvom RK u mnogome podseca na
embrionalno razvi¢e nervnog sistema. Na primer, ekspresija nestina i vimentina, intermedijarnih
filamenata karakteristi¢nih za neuralne progenitore, kao i tenascina C i koneksina 43, povecava se
ubrzo nakon izlaganja NT2/D1 ¢elija RK (Marchal-Victorion et al., 2003). Pored toga, naglo se
povecava 1 ekspresija gena uklju¢enih u neuralnu diferencijaciju: Neurogenin 1 (Ngnl), PAX6 1
drugih (Haile et al., 2014). NT2-neuroni (NT2/N) dobijeni diferencijacijom NT2/D1 pokazuju mnoge
karakteristike primarnih neurona kao Sto je ekspresija markera neurona, citoskeletnog proteina MAP2
(engl. Microtubule-associated protein-2) (Klajn et al., 2014), oslobadaju neurotransmitere i u¢estvuju
u sinaptickoj transmisiji (Haile et al., 2014; Hill et al., 2012). Pored NT2/N diferencijacijom NT2/D1
¢elijske linije pod dejstvom RK dobijaju se i NT2-astrociti (NT2/A) (Haile et al., 2014; Sandhu et al.,
2002). NT2/A pokazuju mnoge morfoloske 1 funkcionalne karakteristike primarnih humanih astrocita
1 zbog toga predstavljaju dobar model sistem za njihovo proucavanje. Kao i primarni astrociti, NT2/A
eksprimiraju specifi¢ne markere astrocita: glijski fibrilarni kiseli protein (GFAP) i Ca**-vezujuci
protein iz grupe S100 (S100B), a takode eksprimiraju i glutamatne transportere EAATI1 (engl.
excitatory amino acid transporter 1) 1 EAAT2 (engl. excitatory amino acid transporter 2), humane
homologe pacovskih GLAST i GLT-1 (engl. glutamate transporter 1), za koje su in vitro studije
pokazale da su funkcionalni u preuzimanju glutamata (Sandhu et al., 2002). Kao i primarni astrociti
tokom postnatalnog sazrevanja, NT2-A pokazuju smanjenje proliferativnog kapaciteta tokom
sazrevanja in vitro, a pokazuju i reaktivni odgovor na povredu §to se ogleda u promeni iz morfologije
nalik protoplazmati¢noj u fibroznu morfologiju, povecanju proliferativnog kapaciteta i povecanoj
ekspresiji GFAP-a (Sandhu et al., 2002).

1.4. Astrociti

Astrociti predstavljaju najbrojniji tip glijskih ¢elija sa glavnom homeostatskom ulogom u
CNS-u. Ove ¢elije €ine ¢ine ~20-40% glijskih ¢elija mozga (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Pored
toga S$to obezbeduju mehani¢ku, metabolicku i troficku potporu neuronima, ove ¢elije ucestvuju u
formiranju i modulaciji sinapsi, neurotransmisiji, odrzavanju jonske i vodene homeostaze i bitan su
deo krvno-mozdane barijere (Slika 3) (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Uzrok brojnih patologija
CNS-a je gubitak fizioloskih funkcija astrocita i/ili sticanje novih, $tetnih funkcija (Sofroniew &
Vinters, 2010). Jedinstvena karakteristika astrocita je njihova sposobnost da se, u odgovoru na
razli¢ita patoloska stanja mozga (ishemija, mehanicka povreda, infekcije, starenje i
neurodegenerativne bolesti), transformisu iz utiSanog u aktivirano stanje u procesu poznatom kao
reaktivna astroglioza (Sofroniew & Vinters, 2010).

1.4.1. Gliogeneza

Astrociti su neuralne ¢elije ektodermalnog porekla, koji, kao i neuroni i oligodendrociti, vode
poreklo od radijalne glije (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Neuroni tokom razvi¢a nastaju od
progenitorskih ¢elija koje nastaju asimetricnom deobom radijalne glije u procesu poznatom kao
neurogeneza. Prvi deo razvi¢a nervnog sistema usmeren je na nastajanje neurona. Kada se
neurogeneza zavrsi, proces poznat kao ,,gliogeni aktivator” (engl. gliogenic switch) oznacava pocetak
diferencijacije neuralnih progenitora u astrocite (Kang et al., 2012). Ovaj proces se naziva gliogeneza,
strogo je transkripciono regulisan, a klju¢nu ulogu u regulaciji ovog procesa ostvaruju regulatori
transkripcije SOX9 1 NFIA (Freeman, 2010; Kang et al., 2012). Astrociti mogu nastati
transformacijom radijalne glije, od NG2 (engl. nerve/glial antigen 2) glijskih celija, kao 1
proliferacijom ve¢ diferenciranih astrocita (Molofsky & Deneen, 2015; Verkhratsky & Nedergaard,
2018). Embrionalna gliogeneza je odgovorna za nastanak samo dela astrocitne populacije. Vecina
astrocita se generiSe tokom druge i ¢etvrte nedelje postnatalnog razvic¢a kada broj ¢elija glije raste od
~4 miliona do ~140 miliona (Bandeira et al., 2009). Za razliku od neurona koji su terminalno
diferencirani po zavrSetku embrionalne neurogeneze, sazrevanje astrocita se nastavlja i tokom ranog
postnatalnog perioda (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Astrociti u postnatalnom mozgu jedno
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vreme zadrzavaju visok proliferativni potencijal (Zhou, 2016). Smatra se da je u odrzavanje visokog
proliferativnog kapaciteta astrocitnih prekursora i ranih postnatalnih astrocita ukljucen protein SOX2
(Bani-Yaghoub et al., 2006). Tokom ranog postnatalnog razvic¢a, astrociti migriraju duz nastavaka
radijalne glije (Lagos-Cabre et al., 2019) i1 kada stignu do svojih finalnih pozicija u korteksu sive
mase 1 u beloj masi (Jacobsen & Miller, 2003; Tabata, 2015), prelaze iz visoko proliferativnog u
»utiSano* (zrelo/neproliferiSuce) stanje (Placone et al., 2015; Verkhratsky & Nedergaard, 2018).
UtiSani astrociti se odlikuju reverzibilnim zaustavljanjem celijskog ciklusa u GO fazi (Huang et al.,
2022). UtiSanost astrocita (engl. astrocyte quiescence) je aktivno odrzavano stanje, posredstvom
transkripcionih i post-transkripcionih mehanizama, u kome ¢elije opstaju u svom ne-proliferativnom
stanju, bez gubljenja svog proliferativnog potencijala u potpunosti. Ovo je takozvano "stanje
pripravnosti" koje im omogucava brzu aktivaciju nakon povrede (Kang & Hebert, 2011; Marescal &
Cheeseman, 2020).

1.4.2. Tipovi astrocita

Astrociti predstavljaju veoma heterogenu grupu glijskih ¢elija koje se na osnovu morfologije,
ekspresije karakteristicnih markera, kao i funkcionalnih karakteristika razlikuju u zavisnosti od
regiona mozga u kome se nalaze (Gradisnik & Velnar, 2023; Verkhratsky et al., 2023; Verkhratsky
& Nedergaard, 2018). Astrociti se najceS¢e opisuju kao celije zvezdastog oblika sa razgranatim
nastavcima koji se pruzaju od ¢elijskog tela. Na osnovu razlika u morfologiji i lokalizaciji u CNS-u,
mogu se izdvojiti dva glavna tipa astrocita: protoplazmati¢ni astrociti, dominatno lokalizovani u sivoj
masi i fibrozni astrociti lokalizovani u beloj masi CNS-a (Slika 2) (Oberheim et al., 2012; Sofroniew
& Vinters, 2010). Pored ova dva najzastupljenija tipa, u mozgu postoje i drugi tipovi astrocita
ukljucujuéi: Bergmanovu gliju u cerebelumu, Milerove celije u retini, pituicite u neurohipofizi,
tanicite u hipotalamusu i odredenim delovima ki¢mene mozdine, perivaskularne astrocite i druge
(Oberheim et al., 2012; Verkhratsky et al., 2023). Iako do sada nije pronaden jedinstveni marker
astrocita, GFAP, protein iz grupe intermedijarnih filamenata tipa III (Potokar et al., 2020), se
najcesce koristi za identifikaciju ovih ¢elija u CNS-u (Oberheim et al., 2012; Potokar et al., 2020).
Protein GFAP poseduje razli¢ite izoforme ukljucujuéi a, B, v, 8 1 k koje su heterogeno eksprimirane
u razli¢itim tipovima astrocita u CNS-u (Moeton et al., 2016; Sofroniew, 2014). lako se najcesce
koristi za identifikaciju astrocita, ovaj citoskeletni protein nije eksprimiran u svim tipovima astrocita
1 nisu sve ¢elije koje ga eksprimiraju u CNS-u astrociti (Oberheim et al., 2012). GFAP se pre svega
smatra markerom fibroznih astrocita u CNS-u (Tabata, 2015), dok je njegova ekspresija manje
uocljiva u protoplazmati¢nim astrocitima (Molofsky & Deneen, 2015). Pored astrocita, u CNS-u
GFAP eksprimiraju neuralne mati¢ne ¢elije u subventrikularnoj zoni (Oberheim et al., 2012; Potokar
et al., 2020). Ekspresija ovog citoskeletnog elementa je jedno od glavnih morfoloskih obelezja
reaktivnih astrocita (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Na nivou pojedinacne celije, ekspresija
GFAP-a najbolje se uoCava u primarnim nastavcima astrocita, dok nije vidljiva u njihovim finim,
razgranatim nastavcima. Shodno tome, GFAP imunofluorescentno obelezavanje moze znacajno da
potceni stepen grananja 1 teritoriju koju pojedinaCan astrocit zauzima u poredenju sa drugim
metodama detekcije, kao $to su Goldzi bojenje, ekspresija reporterskih proteina poput zelenog
fluorescentnog proteina (GFP) i1 B-galaktozidaze, ili ispunjavanje astrocita fluorescentnim bojama
(Bushong et al., 2002; Sofroniew & Vinters, 2010). Drugi marker koji se ¢esto koristi za identifikaciju
astrocita je S100B (Donato et al., 2013). Protein S100B u CNS-u je ukljucen u regulaciju celijske
proliferacije i diferencijacije i poznat je kao inhibitor apoptoze (Donato et al., 2013; Verkhratsky &
Nedergaard, 2018), a njegova ekspresija se povecava u reaktivnim astrocitima (Verkhratsky &
Nedergaard, 2018). Ovaj protein se sekretuje iz astrocita tokom aktivacije 1 moze ostvariti kako
neuroprotektivne, tako i neurotoksi¢ne efekte na okolno tkivo (Donato et al., 2013; Verkhratsky &
Nedergaard, 2018). Vimentin je jos jedan od markera koji se koristi za identifikaciju astrocita. Pripada
istoj grupi intermedijarnih filamenata kao GFAP (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Tokom razvi¢a
njegova ekspresija je ogranicena na neuralne progenitore i nezrele postnatalne astrocite, dok se tokom
daljeg sazrevanja CNS-a njegova ekspresija u astrocitima smanjuje (Potokar et al., 2020; Verkhratsky
& Nedergaard, 2018). U adultnom mozgu njegova ekspresija je ograni¢ena na odredene astrocite u
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korteksu, hipokampusu i zuljevitom telu, Bergmanovu gliju, Milerovu gliju i tanicite (Potokar et al.,
2020; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Prisutan je 1 u adultnim neuralnim mati¢nim ¢elijama u
neurogenim zonama, a ekspresija mu se povecava tokom aktivacije astrocita (Doetsch et al., 1999;
Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Za karakterizaciju astrocita se koriste i drugi marker kao $to su
glutamin sintetaza (engl. glutamine synthetase) i ¢lan porodice aldehid dehidrogenaze 1 L1 (engl.
aldehyde dehydrogenase 1 family member L1, AldhILI) (Verkhratsky & Nedergaard, 2018).

1.4.2.1. Protoplazmaticni astrociti

Protoplazmati¢ni astrociti predstavljaju najbrojniji tip astrocita u sivoj masi mozga i ki¢mene
mozdine (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Ovaj tip astrocita ukljucen je u usmeravanje razvica,
odrzavanje homeostaze jona i neurotransmitera, kao 1 sinapticku transmisiju (Bushong et al., 2002;
Wei & Morrison, 2025). KarakteriSe ih okruglo ¢elijsko telo, sa nekoliko primarnih nastavaka koji se
granaju u veliki broj sitnih nastavka koji ¢ine mrezu (Slika 2) (Oberheim et al., 2012; Sofroniew &
Vinters, 2010). Ove ¢elije u sivoj masi zauzimaju nezavisne teritorije koje se ne preklapaju (Wei &
Morrison, 2025). Pojedina¢an humani protoplazmaticni astrocit u korteksu stupa u kontakt sa 270.000
do 2 miliona sinapsi (Vasile et al., 2017). Protoplazmati¢ni astrociti istovremeno ostvaruju kontakt
sa krvnim sudovima preko svojih astrocitnih stopala (engl. endfeet). Na taj nacin, ove ¢elije ucestvuju
u modulaciji 1 sinhronizovanju protoka krvi sa sinaptickom aktivnos¢u neurona kako bi se poboljsala
efikasnost neuronalne komunikacije (Wei & Morrison, 2025). Tako se GFAP koristi za identifikaciju
protoplazmati¢nih astrocita, studije su pokazale da ovaj marker ne oslikava u potpunosti njihovu
kompleksnu morfologiju i boji samo 15% ukupnog volumena ¢elije. Najuocljiviji je u njihovim
primarnim nastavcima, kao i u astrocitnim stopalima, dok nije detektovan u njihovim tankim
razgranatim nastavcima (Bushong et al., 2002; Sofroniew & Vinters, 2010).

1.4.2.2. Fibrozni astrociti

Fibrozni astrociti su rasporedeni duz mozdanih vlakana bele mase i pruzaju im mehanic¢ku podrsku
(Oberheim et al., 2012; Oberheim et al., 2009; Wei & Morrison, 2025). Preko svojih nastavaka ove
¢elije stupaju u kontakt sa Ranvijerovim suZenjima, mestima obnavljanja i propagacije akcionih
potencijala (Li et al., 2016; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Fibrozni astrociti, za razliku od
protoplazmati¢nih astrocita imaju manji broj izduZenih nastavaka (Slika 2). Imajucu u vidu da u beloj
masi ne postoji veliki broj sinapsi, smatra se da fibrozni astrociti ne ucestvuju u regulaciji sinapticke
aktivnosti ve¢ su ukljuceni u odrzavanje metabolicke i jonske homeostaze (Vasile et al., 2017).
Pokazano je da formiranje mijelina u velikoj meri zavisi od komunikacije izmedu fibroznih astrocita

FIBROZNI ASTROCIT

- \ N

PROTOPLAZMATICNI
ASTROCIT
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Slika 2. Morfologija protoplazmaticnog i fibroznog astrocita. Na slici se uocava da protoplazmati¢ni astrociti (siva
masa) poseduju veliki broj razgranatih nastavaka, dok fibrozni astrociti (bela masa), poseduju manji broj izduzenih
nastavaka. Preuzeto i izmenjeno iz Gottipati et al., 2020.

1 oligodendrocita, a stabilnost akcionih potencijala u Ranvijerovim ¢vorovima zavisi od komponenti
vancelijskog matriksa u ¢ijem formiranju fibrozni astrociti imaju bitnu funkciju (Miguel-Hidalgo,
2023). Znacajna uloga fibroznih astrocita pokazana je i u oslobadanju glutationa i pruzanju
metabolicke potpore oligodendocitima (Li et al., 2016; Oberheim et al., 2009).

Pored predominanto zastupljenih fibroznih 1 protoplazmati¢nih astrocita, u ljudskom mozgu
postoje jo§ dve grupe astrocita koje se ne sre¢u kod drugih vrsta: interlaminarni astrociti u prvom
sloju korteksa i astrociti sa varikoznim nastavcima (engl. varicose projection) u petom i Sestom sloju
korteksa (Oberheim et al., 2012; Oberheim et al., 2009). Humani protoplazmaticni i fibrozni astrociti
su znatno veci i kompleksniji u odnosu na glodarske astrocite. Astrocitna stopala humanih
protoplazmati¢nih astrocita se, u odnosu na glodarske, intenzivnije boje GFAP-om (Oberheim et al.,
2009). Takode, humani astrociti brze propagiraju Ca®" talase u odgovoru na neurotransmitere
(Oberheim et al., 2009). Za razliku od humanih protoplazmati¢nih astrocita, astrociti glodara stupaju
u kontakt 20.000—120.000 sinapsi unutar svog domena (Vasile et al., 2017).

1.4.3. Uloge astrocita
1.4.3.1. Formiranje i modulacija sinapsi

Astrociti aktivno ucestvuju u formiranju 1 eliminisanju sinapsi i regulaciji njihove funkcije 1
plasti¢nosti u fizioloskim i patoloSkim uslovima (Eroglu & Barres, 2010). Oslobadanjem razli¢itih
solubilnih supstanci medu kojima su trombospondin, holesterol 1 proteini vancelijskog matriksa,
astrociti su ukljuceni u formiranje sinapsi tokom razvic¢a (Christopherson et al., 2005; Ehlers, 2005;
Mauch et al., 2001). Takode, studija na pacovima pokazala je da u ¢elijskim ko-kulturama neurona i
astrocita dolazi do formiranja veceg broja sinapsi pod uticajem razli¢itih faktora koje luce astrociti, u
odnosu na kulture koje ¢ine isklju¢ivo neuroni (Nagler et al., 2001). Astrociti kroz lucenje razli¢itih
solubilnih faktora igraju vaznu ulogu u proliferaciji, migraciji 1 diferencijaciji oligodendrocita tokom
razvicéa i uti¢u na brzinu mijelinizacije aksona (Slika 3) (Kiray et al., 2016). Astrociti stupaju u blizak
kontakt sa pre- i post- sinaptickim zavrSecima neurona i formiraju strukturu poznatu kao tripartitna
sinapsa (engl. Tripartite sinapse) (Slika 3) (Perea et al., 2009). Pored toga Sto sekretuju proteine koji
ucestvuju u sinaptogenezi, astrociti eksprimiraju razli¢ite receptore za neurotransmitere na svojoj
membrani (Farhy-Tselnicker & Allen, 2018). Neurotransmitere koje neuroni oslobadaju u sinapticki
prostor prepoznaju receptori smesteni na membrani astrocita. Ovi neurotransmiteri izazivaju porast
unutaréelijske koncentracije Ca>*, §to pokreée oslobadanje gliotransmitera iz astrocita. Oslobodeni
gliotransmiteri — medu kojima su ATP, adenozin, gama-aminobuterna kiselina (engl. gamma
aminobutyric acid, GABA) i D-serin i u odredenim regionima mozga, glutamat (de Ceglia et al.,
2023). Ovi gliotransmiteri mogu delovati inhibitorno ili ekscitatorno na sinapticku aktivnost. Na taj
nacin, astrociti znacajno doprinose modulaciji sinapticke aktivnosti (Farhy-Tselnicker & Allen, 2018;
Lazic etal., 2022; Perea et al., 2009). Astrociti preuzimaju viSak neurotransmitera kao $to su glutamat,
GABA, adenozin i norepinefrin i na taj nacin odrzavaju homeostazu neurotransmitera u sinaptickom
prostoru (Lazic et al., 2022; Sofroniew & Vinters, 2010). Preuzeti transmiteri se u astrocitima
konvertuju u prekursore kao sto je glutamin, koji se potom oslobada u sinapticki prostor i koristi od
strane neurona za ponovnu sintezu neurotransmitera (Sofroniew & Vinters, 2010). Astrociti takode
ucestvuju u energetskom metabolizmu tako $to preuzimaju glutamat iz krvotoka i pretvaraju ga u
laktat, koji neuronima sluZi kao energetski supstrat (Deitmer et al., 2019; Simard & Nedergaard,
2004). Takode, ove celije su glavno skladiste glikogena u periodima visoke nervne aktivnosti i
hipoglikemije, a mogu da ga pretvore u laktat kad je to potrebno (Brown & Ransom, 2007; Lazic et
al., 2022).
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1.4.3.2. Odrzavanje homeostaze jona i glutamata

Astrociti preko svojih nastavaka ostvaruju kontakt sa sinapsama u mozgu i ucestvuju u
odrzavanju homeostaze vode, jona, pH i1 neurotransmitera (Sofroniew & Vinters, 2010). Astrociti
ucestvuju u odrzavanju homeostaze razli¢itih jona ukljucujuéi jone kalijuma (K"), natrijuma (Na*),
kalcijuma (Ca®") i hlora (CI') (Cheng et al., 2019). U periodu pojacane sinapti¢ke aktivnosti
vancelijska koncentracija K" raste. Jedan od najzastupljenijih kanala na membrani astrocita je ulazno-
ispravljacki K* kanal 4.1 (engl. inwardly rectifying potassium channel Kir4. 1, Kir4.1) koji uklanja
visak K* iz vancelijske sredine i na taj na¢in odrZzava homeostazu K" u CNS-u (Kofuji & Newman,
2004). Kanali Kir4.1 funkcionalno su spregnuti sa glutamatnim transporterima te posredno ukljuceni
1 u regulaciju vancelijskog nivoa glutamata (Nwaobi et al., 2016). Glutamat predstavlja primarni
ekscitatorni neurotransmiter u CNS (Andersen et al., 2021; Sattler & Rothstein, 2006). Nakon
oslobadanja iz neurona u oblast sinapse, vezuje se za receptore na pre- i post-sinaptickoj membrani
neurona, kao i za receptore na membrani astrocita i pokrece kompleksnu unutarcelijsku signalnu
kaskadu (Sattler & Rothstein, 2006). Blagovremeno uklanjanje glutamata iz oblasti sinapse je od
kljuéne vaznosti za odrzavanje homeostaze imaju¢i u vidu da povecana koncentracija ovog
neurotransmitera u sinaptickoj pukotini moze dovesti do hiperekscitabilnosti neurona i njihovog
ostecenja ili smrti (Andersen et al., 2021). Ovaj fenomen poznat je kao ekscitotoksi¢nost i nalazi se
u osnovi mnogih poremecaja CNS-a ukljucujuci i neurodegenerativne bolesti (Sattler & Rothstein,
2006). GLAST/EAATI1 i GLT-1/EAAT2 su dva glavna glutamatna transportera na membrani
astrocita (Andersen et al., 2021; Lazic et al., 2022). GLAST/EAAT] je primarni transporter glutamata
u cerebelumu i retini (Sattler & Rothstein, 2006; Todd & Hardingham, 2020; Torp et al., 1994), dok
je GLT-1/EAAT?2 primarni transporter u svim drugim regionima mozga, posebno u hipokampusu i
korteksu (Pajarillo et al., 2019). Ovi transporteri vrSe aktivan transport glutamata koriS¢enjem
koncentracionog gradijenta jona natrijuma (Na") i kalijuma (K") (Todd & Hardingham, 2020).
Smanjena ekspresija glutamatnih transportera je najcesci uzrok ekscitotoksi¢nosti i oste¢enja ili smrti
neurona u razli¢itim patologijama CNS-a (Sattler & Rothstein, 2006). 1z tog razloga, mnogi
terapeutski pristupi su fokusirani na strategije za povecanje ekspresije ovih transportera u patoloskim
stanjima (Fontana, 2015).

1.4.3.3. Regulacija krvno-moZdane barijere

Astrociti su klju¢ni elementi krvno-mozdane barijere (KMB). Strukturno, KMB ¢ine
endotelne ¢elije kapilara koje medusobno formiraju Cvrste veze (engl. tight junctions) koje su
okruzene bazalnom laminom i astrocitnim stopalima (Sofroniew & Vinters, 2010) (Slika 3).
Istrazivanja pokazuju da astrociti lu¢e molekule kao $to su prostaglandini, azot oksid i arahnoidna
kiselina, koji povecavaju ili smanjuju promer krvnih sudova i na taj nacin reguliSu protok krvi u
mozgu (ladecola & Nedergaard, 2007; Sofroniew & Vinters, 2010). Preko svojih nastavaka
istovremeno komuniciraju i sa neuronima i sa endotelnim ¢éelijama krvnih sudova i na taj na¢in mogu
da usklade protok krvi sa sinapti¢kom aktivno$¢u neurona (ladecola & Nedergaard, 2007). Astrociti
su ukljuceni i u regulaciju homeostaze vode u CNS-u preko akvaporin 4 kanala (engl. aquaporin 4,
AQP4) koji su gusto rasporedeni na membrani njihovih astrocitnih stopala koja ostvaruju blizak
kontakt sa krvnim sudovima i uéestvuju u razmeni vode preko krvno-mozdane barijere (Salman et
al., 2022). Ovi kanali su ukljuceni u regulaciju ¢elijske zapremine, astrocitne migracije, a imaju bitnu
ulogu u glimfatickom sistemu (Salman et al., 2022).

1.4.4.4. Imunske funkcije astrocita

Astrociti 1 mikroglija i imaju glavnu odbrambenu ulogu u CNS-u (Matejuk & Ransohoff, 2020).
Mikroglija predstavlja glavne imunske ¢elije CNS-a koje u fizioloSkim uslovima nadgledaju okolinu
1 vrSe fagocitozu patogena, apoptotskih celija i1 Celijskih ostataka (Matejuk & Ransohoff, 2020).
Astrociti u fizioloSkim uslovima produkuju antioksidativne molekule kao Sto su glutation, enzim
super-oksid dismutaza 1 askorbat i stite nervno tkivo od slobodnih radikala (Chen et al., 2020). Pored
toga, ucestvuju 1 u fagocitozi patogena koje prepoznaju pomocu razli¢itih receptora na svojoj
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membrani, ukljucuju¢i TLR receptore (engl. Toll like receptors) koje na svojoj membrani poseduje i
mikroglija. Usled razli¢itih patoloskih stanja u CNS-u (infekcije, mozdani udar, neurodegenerativne
bolesti i druga) mikroglija i astrociti bivaju aktivirani i prolaze kroz znacajne morfoloske i
funkcionalne promene (Garland et al., 2022). Aktivirani astrociti i mikroglija reaguju na razlicite
medijatore koje oslobadaju mrtve i oSte¢ene Celije kao $to su ATP, IL6 i hemokini, i zatim vrSe
fagocitozu tih ¢elija (Cheng et al., 2019). Oni takode i oslobadaju razli¢ite faktore ukljucujuci
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Slika 3. Shematski prlkaz odredenih funkcija astrocita. Astrociti u adultnom mozgu ostvaruju mnoge funkcije vazne
za odrZavanje homeostaze. (A) Astrocitnim stopalima astrociti stupaju u kontakt sa sinapsama i uc¢estvuju u modulaciji
sinapti¢ke transmisije. (B) Astrociti su bitna komponenta krvno-mozdane barijere 1 ucestvuju u regulaciji protoka krvi u
mozgu i transportu nutrijenata od krvnih sudova do neurona. (C) Tokom razvica, ove ¢elije kroz lucenje faktora rasta
ostvaruju pozitivan efekat na mijelinizaciju neurona. Preuzeto i izmenjeno iz Abdelhak et al., 2022.

citokine, hemokine, neurotrofne faktore, glutamat i ATP koji privlace, usmeravaju i organizuju ¢elije
imunskog sistema 1 time moduliSu inflamatorni odgovor (Farina et al., 2007; Garland et al., 2022;
Matejuk & Ransohoff, 2020). Koordinisane interakcije izmedu astrocita, mikroglije i ¢elija imunskog
sistema su stoga od klju¢nog znacaja za regulaciju i spreCavanje daljeg Sirenja inflamacije u razli¢itim
patologijama CNS-a (Liddelow & Barres 2017). Reaktivni astrociti 1 mikroglija mogu osloboditi i
pro- i anti-inflamatorne molekule u zavisnosti od tipa 1 faze povrede, koji mogu ostvariti pozitivno ili
negativno dejstvo na oporavak nervnog tkiva (Liddelow & Barres, 2017).

Iako je aktivacija astrocita usko povezana sa aktivacijom mikroglije i drugim imunskim
¢elijama, istrazivanja u okviru ove teze su se primarno fokusirala na izu¢avanje razlicitih aspekata
aktivacije astrocita u procesu poznatom kao reaktivna astroglioza.

1.4.4. Reaktivna astroglioza

Reaktivna astroglioza predstavlja odbrambenu reakciju astrocita koja moze biti uzrokovana
razli¢itim patoloSkim stanjima u mozgu i ki¢menoj mozdini, ukljuc¢ujuc¢i akutne povrede (mehanicke
lezije mozdanog tkiva), ishemiju, bakterijske ili virusne infekcije, neurodegenerativne bolesti i
starenje (Ben Haim et al., 2015; Sofroniew, 2009). Reaktivni astrociti prolaze kroz brojne morfoloske,
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transkripcione i funkcionalne promene koje utiu na konacan ishod svih bolesti CNS-a. Reaktivna
astroglioza je dugo bila posmatrana kao proces koji uglavnom ima Stetne efekte na oporavak nervnog
tkiva nakon povrede, pre svega usled formiranja glijskog oziljka koji lokalizuje inflamaciju i spreava
njeno Sirenje, ali istovremeno predstavlja mehanicku barijeru za ponovno uspostavljanje sinapsi.
Danas je poznato da je ovo kompleksan proces koji, u zavisnosti od ozbiljnosti i lokalizacije povrede,
ukljucuje promene u ekspresiji gena, razliCite stepene proliferacije 1 hipertorfije celijskog tela
astrocita, a u ozbiljnijim sluc¢ajevima dovodi do formiranja glijskog oziljka (Sofroniew, 2009;
Sofroniew & Vinters, 2010).

1.4.4.1. Tipovi reaktivne astroglioze

Na osnovu tezine povrede, reaktivni astrociti se mogu klasifikovati u dva glavna podtipa:
hipertroficne astrocite i reaktivne astrocite koji formiraju oziljak (Sofroniew, 2014, 2020). Kao
rezultat blagih povreda CNS-a (blaga trauma, virusne ili bakterijske infekcije) astrociti postaju
hipertrofi¢ni i prolaze kroz razli¢ite nivoe molekularnih, funkcionalnih i fizioloskih promena. Nakon
ovakvih povreda, astrociti zadrzavaju svoje osnovne Celijske karakteristike i morfologiju i ne
povecava im se proliferativni kapacitet. Oni takode “ostaju” na svojim inicijalnim pozicijama i
nastavljaju da interaguju sa istim tipom celija kao i u zdravom CNS-u (Slika 4) (Sofroniew, 2009,
2014, 2020). Kod ovog tipa reaktivne astroglioze, mogu¢ je oporavak i ne dolazi do trajne
reorganizacije tkiva, posebno ako se ukloni dejstvo faktora koji je izazvao povredu (Slika 3)
(Sofroniew, 2009, 2014, 2020). Kao odgovor na povrede CNS-a poput penetrirajuce traume, teske
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Slika 4. Tipovi reaktivnih astrocita. Na osnovu tezine povrede CNS, reaktivni astrociti mogu se klasifikovati u dve
grupe: hipertrofi¢ni astrociti i reaktivni astrociti koji formiraju glijski oziljak. (A) U odgovoru na blage povrede CNS-a
(blaga trauma, virusne ili bakterijske infekcije, ne dolazi do proliferacije astrocita, oni ostaju na svojim originalnim
pozicijama i nastavljaju da interaguju sa istim tipom celija kao u zdravom CNS-u. Ovaj tip povrede ne dovodi do
formiranja glijskog oziljka. (B) Kao rezultat ozbiljnijih povreda, astrociti prolifeririSu i migriraju na mesto povrede gde
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formiraju glijski oziljak. Glijski oziljci sadrze novoformirane astrocite i druge tipove celija. Teze povrede dovode do
znacajnog i trajnog rearanzmana tkiva i inhibiraju regeneraciju aksona na mestu povrede. Preuzeto i izmenjeno iz Lazic
etal., 2022.

kontuzivne traume, ishemije, infekcije, autoimunske inflamacije, nakupljanja toksina,
neurodegenerativnih bolesti ili poremecaja krvno-mozdane barijere, reaktivni astrociti migriraju na
mesto povrede gde proliferiSu i formiraju glijski oziljak koji sluzi kao granica koja razdvaja oste¢eno
tkivo od okolnog zdravog nervnog tkiva (Sofroniew, 2009, 2014) (Slika 4). ProliferiSu¢i astrociti
nastaju ili transformacijom zrelih astrocita koji su ve¢ prisutni u blizini lezije, ili diferencijacijom od
neuralnih progenitora (Sofroniew, 2009, 2014). Fizioloska uloga glijskog oziljka je da spreci dalja
ostecenja 1 inflamaciju okolnog zdravog nervnog tkiva (Slika 4). S druge strane, dovodi do trajne
reorganizacije tkiva i moze dovesti do nekih Stetnih efekata na oporavak CNS-a kao §to je spreCavanje
regeneracije aksona na mestu povrede (Hara et al., 2017; Shigetomi et al., 2019; Sofroniew, 2009,
2014, 2020).

1.4.4.2. Morfoloske, transkripcione i funkcionalne promene reaktivnih astrocita

Reaktivni fenotip astrocita varira u zavisnosti od tipa povrede, regiona CNS-a pogodenog
povredom kao 1 lokalizacije astrocita u odnosu na povredu (Sofroniew, 2014; Zamanian et al., 2012).
Najistaknutije morfoloske promene reaktivnih astrocita su hipertrofija ¢elijskog tela i nastavaka i
povecana ekspresija GFAP-a (Slika 5) (Ben Haim et al., 2015; Yu et al., 2012).

Morfoloske i funkcionalne promene u reaktivnim astrocitima su posledica slozenih i precizno
regulisanih promena u profilu ekspresije njihovih gena. Reaktivni astrociti ponovo sticu neke od
prekursorskih karakteristika kao Sto su povecan proliferativni i migratorni kapacitet i ponovna
ekspresija citoskeletnih elemenata karakteristinih za ranije faze sazrevanja (vimentin i nestin)
(Bernal & Arranz, 2018; Lagos-Cabre et al., 2019; Liu et al., 2014; Luo et al., 2017; Shimada et al.,
2012; Sofroniew, 2009) (Slika 5). Mnoge studije pokazuju da reaktivni astrociti ponovo aktiviraju
geneticki program karakteristican za astrocitne prekursore i rane postnatalne astrocite (Chaboub et
al., 2016; Zhou, 2016). Na primer, ekspresija proteina SOX2, klju¢nog za odrzavanje visokog
proliferativnog potencijala astrocita tokom razvi¢a, znacajno raste u reaktivnim astrocitima (Slika 5)
(Bani-Yaghoub et al., 2006). Studija Bani-Yaghoub i saradnika povezuje ponovnu ekspresiju SOX2
sa povecanim proliferativnim kapacitetom ovih ¢elija nakon povrede. Pored toga, ekspresija proteina
SOX9, kljuénog za inicijaciju gliogeneze, takode je povecana u reaktivnim astrocitima (Slika 5) (Sun
et al., 2017). Ipak, molekularni mehanizmi delovanja i uloga ovih regulatornih proteina transkripcije
u reaktivnim astrocitima jo§ uvek nisu detaljno razjaSnjeni. Pored SOX gena, mikroRNK imaju vazne
regulatorne uloge u aktivaciji astrocita (Bhalala et al., 2012; Mor et al., 2011; Ziu et al., 2011).
Pokazano je da miR-21, ¢ija se ekspresija povecava u reaktivnim astrocitima, ostvaruje pozitivhe
efekte na oporavak nervnog tkiva nakon povrede (Slika 5) (Bhalala et al., 2012). Povecana ekspresija
miR-21 se uocava i u reaktivnim astrocitima nakon povrede ki¢mene mozdine (Liu et al., 2018).
Studija Liu 1 saradnici je pokazala da miR-21 ostvaruje pozitivan efekat na oporavak nervnog tkiva
preko sekrecije neurotrofnih faktora BDNF (engl. brain-derived growth factor) i NGF (engl. nerve
growth factor), dovodi do povecanja proliferativnog kapaciteta ovih ¢elija i u isto vreme inhibira
njihovu apoptozu (Liu et al., 2018). Takode, nivo miR-21 raste u astrocitima nakon traumatske
povrede mozga, gde ova miRNK ostvaruje pozitivan efekat na oporavak krvno-mozdane barijere i
spreCava apoptozu neurona (Bai & Bian, 2022; Han et al., 2014). S druge strane, ekspresija miR-145,
koji se eksprimira u astrocitima u fizioloskim uslovima, smanjuje se tokom reaktivne astroglioze
(Slika 5) (Wang et al., 2015). Razli¢ite studije pokazuju da, osim miR-21 i miR-145, mnoge druge
miRNK imaju promenjen nivo ekspresije u razli¢itim patoloSkim stanjima CNS-a i imaju vaznu ulogu
u regulaciji reaktivne astroglioze (Bhalala et al., 2012; Mor et al., 2011; Ziu et al., 2011).

Promene u ekspresiji gena u reaktivnim astrocitima zavise od tipa povrede koji je izazvao
njihovu aktivaciju. Rezultati studije Zamanian i saradnika su pokazali da neuroinflamacija izazvana
injekcijom lipopolisaharida (LPS) u mozak miSa, dovodi do nastanka neurotoksi¢nog Al fenotipa
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reaktivnih astrocita. Sa druge strane, ishemija izazvana okluzijom srednje cerebralne arterije misa,
dovodi do nastanka neuroprotektivnog A2 fenotipa reaktivnih astrocita (Slika 5) (Zamanian et al.,
2012). Uocene su razlike u ekspresiji najmanje 50% gena izmedu ova dva reaktivna fenotipa. Na
primer, ekspresija GFAP-a i vimentina se povecavaiu Al i u A2 astrocitima, ali su nestin-pozitivni
astrociti prisutni samo kod A1 reaktivnog fenotipa (Zamanian et al., 2012). U oba modela povrede se
povecava ekspresija citoskeletnih proteina, proteina vancelijskog matriksa, proteina ukljuc¢enih u
imunski odgovor kao i adhezionih molekula (Matusova et al., 2023). Medutim, u Al astrocitima
postoji znacajnije povecanje u ekspresiji gena ukljuCenih u imunski odgovor, dok A2 astrociti
znacajnije povecavaju ekspresiju gena ukljucenih u proliferaciju i metabolicku aktivnost (Matusova
etal., 2023). A1 astrociti ostvaruju negativan efekat na oporavak CNS-a (Lawrence et al., 2023). Oni
oslobadaju pro-inflamatorne faktore kao $to su neidentifikovani neurotoksin(i), komplement C3 (C3),
D-serin, azot monoksid (NO) i faktor nekroze tumora alfa (TNF-a) 1 na taj nacin inhibiraju aktivnost
ili dovode do smrti odredene grupe neurona i oligodendrocita (Slika 5) (Fan & Huo, 2021; Liddelow
& Barres, 2017). Al astrociti takode sekretuju 1 hemoatraktante 1 hemokine ukljucujuc¢i hemokinski
ligand sa motivom C-X-C 10 (CXCL10). Ovaj hemokin privlaci T limfocite i druge imunske celije i
time dovodi do Sirenja inflamacije (Lawrence et al., 2023). Takode je utvrdeno da se u A1 astrocitima
smanjuje ekspresija glutamatnih transportera, GABA neurotransmitera, trofickih faktora, gena
ukljucenih u transport laktata, faktora uklju¢enih u formiranje sinapsi SPARC-sli¢an protein 1 (engl.
SPARC-like protein 1, SPARCL1) i glipikana (GPC6 i GPC4) (Slika 5) (Ding et al., 2021; Liddelow
& Barres, 2017). Smanjena ekspresija glutamatnih transportera u astrocitima je glavni uzrok
ekscitotosi¢nosti koja dovodi do smrti neurona, a uocava se u razli¢itim patoloskim stanjima
ukljucujuéi traumatsku povredu mozga (engl. traumatic brain injury, TBI), epilepsiju, mozdani udar
i neurodegenerativne bolesti (Nwaobi et al., 2016; Reeb KL, 2024). A2 tip reaktivnih astrocita se
javlja u odgovoru na povredu nervnog tkiva i ishemiju. Ovaj tip astrocita pomaze regeneraciju CNS-
a lucenjem neurotrofnih faktora i trombospondina koji podrZavaju prezivljavanje neurona i oporavak
sinapsi (Slika 5) (Liddelow & Barres, 2017; Liddelow et al., 2017). A2 astrociti proliferiSu i uestvuju
u formiranju glijskog oziljka, uklanjaju Celijske ostatke i u€estvuju u reparaciji KMB (Lawrence et
al., 2023; Liddelow & Barres, 2017; Liddelow et al., 2017). Medutim, odredene studije govore da su
u formiranje glijskog oziljka uklju€eni 1 Al astrociti (Czyzewski et al., 2024; Fan & Huo, 2021).
Istovremeno prisustvo ova dva tipa astrocita u odredenim patologijama CNS-a moze da objasni zasto
se smatra da astrociti imaju dvojnu ulogu (inhibitornu i protektivnu) u oporavku nervnog tkiva nakon
povrede (Czyzewski et al., 2024). Neal i saradnici su otkrili da se u A2 mi$jim primarnim reaktivnim
astrocitima povecava ekspresija glutamatnog transportera Glast i time smanjuje nivo vancelijskog
glutamata i sprecava ekscitotoksi¢nost (Slika 5) (Neal et al., 2018). Pokazano je da A2 astrociti takode
smanjuju ekspresiju nekih faktora ukljucenih u odgovor na stres i inflamaciju, ukljucujuci: P2Y
purinoceptor 1 (engl. P2Y purinoceptor 1, P2Y1R), IL-12, IL-23, FKBP prolil izomeraza 5 (engl.
FKBP Prolyl Isomerase 5, FKBPS), serglicin (eng. serglycin, SRGN), histokompatibilni 2 D region
lokusa 1 (engl. histocompatibility 2 D region locus I, H2-D1) i guanilat-vezujuci protein 2 (engl.
Guanylate-Binding Protein 2, GBP2) (Slika 5) (Ding et al., 2021). Nekoliko studija ukazuje da suu
razli¢itim patologijama CNS-a (akutne povrede, infekcije, neurodegenerativnih bolesti), prisutni
razliciti reaktivni fenotipovi astrocita. KoriS¢enjem transkriptomike na nivou pojedinacnih ¢elija,
Leng i saradnici (Leng et al., 2022) istrazivali su heterogenost astrocita dobijenih iz iPSC tretiranih
citokinima koji izazivaju neuroinflamaciju, koriS¢enim u studiji Liddelow 1 saradnika (Liddelow et
al., 2017). Definisali su dva podtipa A1 reaktivnih astrocita izazvanih neuroinflamacijom. Dok jedna
grupa Al astrocita povec¢ano eksprimira gene uklju¢ene u imunski odgovor, u drugoj grupi povecava
se ekspresija gena ukljuCenih u signalizaciju interferona, $to ukazuje na njihove specijalizovane
funkcije (Leng et al., 2022; Matusova et al., 2023). Studija Li 1 saradnici kod miSeva sa povredom
kicmene mozdine identifikovala je dva tipa reaktivnih astrocita. Obe populacije povecano
eksprimiraju GFAP, vimentin i1 nestin, medutim samo u jednoj populaciji se povecava ekspresija
markera proliferacije Ki67, sto je ukazuje na poveéan proliferativni kapacitet ovih ¢éelija (Li et al.,
2022). Sve navedene studije naglasavaju sloZenost reaktivnih astrocitnih fenotipova, $to jednostavna
klasifikacija na Al i A2 fenotipe ne moze adekvatno obuhvatiti. lako je klasifikacija na Al i A2
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astrocite usvojena u vise studija (Fan & Huo, 2021; Liddelow et al., 2017; Zamanian et al., 2012),
ova jednostavna podela reaktivnih astrocita na dobro/lose ili neurotoksi¢no/neuroprotektivno stanje
ima svoje nedostatke, jer ne uspeva da obuhvati njihovu raznolikost kroz razlicite bolesti CNS-a.
Escartin 1 saradnici su objasnili da u bilo kom trenutku tokom progresije patologije istovremeno
postoji veci broj reaktivnih astrocitnih fenotipova u mozgu (Escartin et al., 2021). Takode, astrociti u
razli¢itim patologijama istovremeno mogu steci Stetne funkcije 1 izgubiti korisne funkcije. Ravnoteza
izmedu izgubljenih/stecenih funkcija, kao i1 prisutnost razli¢itih subpopulacija astrocita odreduju
konacan ishod bolesti (Escartin et al., 2021).
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Slika 5. Morfoloske, funkcionalne i molekularne karakterstike reaktivnih astrocita. Kao odgovor na povredu
reaktivni astrociti prolaze kroz morfoloske promene, ukljucujuéi hipertrofiju celijskog tela i nastavaka, kao i povecanu
ekspresiju intermedijarnih filamenata: GFAP-a, vimentina i nestina. Reaktivni astrociti sticu sekretorni fenotip koji moze
imati korisne ili Stetne efekte na oporavak nervnog tkiva. Reaktivni astrociti prolaze kroz znac¢ajne promene u ekspresiji
gena. Dolazi do povecane ekspresije regulatornih proteina aktivnih u astoglijalnim prekursorima tokom gliogeneze, SOX2
i SOX9. Smanjuje se ekspresija glutamatnih transportera EAAT1 i EAAT2, kao i kalijumskog kanala Kir4.1. Takode,
ekspresija miR-21 se povecava u reaktivnim astrocitima, dok se ekspresija miR-145 smanjuje. Na osnovu patoloskog
stanja koje je izazvalo njihovu aktivaciju, astrociti se mogu klasifikovati kao A1 ili A2 astrociti. Al astrociti oslobadaju
pro-inflamatorne citokine kao §to su neidentifikovani neurotoksini, komplement C3, D-serin, NO i TNF-q, koji su Stetni
za prezivljavanje neurona i njihov oporavak. A1 astrociti smanjuju transport laktata, ekspresiju glutamatnih transportera;
ekspresiju SPARCLI, glipikana (GPC4 i GPC6) i MER tirozin kinaze (engl. Mer Tyrosine Kinase, MERTK) i MEGF10
(engl. Multiple EGF-like Domain 10). A2 tip reaktivnih astrocita podrZava regeneraciju CNS-a luce¢i podskup
neurotrofnih faktora i trombospondina, koji podrzavaju prezivljavanje neurona i oporavak sinapsi. Oni takode povecavaju
ekspresiju glutamatnog transportera GLAST i na taj nacin odrzava homeostazu vancelijskog glutamata, spre¢avajuci
glutamatom izazvanu ekscitotoksi¢nost. A2 astrociti pojacavaju ekspresiju gena uklju¢enih u anti-inflamatorni odgovor:
arginaza-1, Nrf2 (engl. Nuclear factor E2-related factor 2), dok smanjuju ekspresiju faktora povezanih sa odgovorom na
stres 1 inflamacijom: inducibilna sintaza azot-monoksida (iNOS); P2Y purinoceptor 1 (P2Y1R); interleukini IL-12 1 IL-
23; FKBP prolil izomeraza 5 (FKBPS5); SRGN; histokompatibilni 2 D-lokus 1 (H2-D1); i guanilat-vezuju¢i protein 2
(GBP2). Preuzeto i izmenjeno iz Lazic et al., 2022.
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1.4.5. Reaktivni astrociti i patologije CNS-a

Izucavanje funkcija reaktivnih astrocita i formiranja glijskog oziljka u razli¢itim patologijama
CNS-a su fokus mnogih istrazivanja. Usled gubitka fizioloskih, homeostatskih funkcija i sticanja
patogenih odlika reaktivni astrociti predstavljaju bitne ucesnike mnogih poremecaja i bolesti CNS-a
(Sofroniew & Vinters, 2010). Ove promene igraju znacajnu ulogu u razli¢itim patoloskim stanjima
kao $to su traumatske povrede, epilepsija, mozdani udar, infekcije, ishemija, neurodegenerativne
bolesti i starenje (De Keyser et al., 2008; Sofroniew & Vinters, 2010).

1.4.5.1. Traumatska povreda mozga

Traumatska povreda mozga (engl. Traumatic brain injury, TBI) nastaje kao posledica
mehanickih povreda mozga koje uzrokuju osStecenje tkiva i narusavaju homeostazu CNS-a. Kao
posledica TBI dolazi do aktivacije razli¢itih regulatornih mehanizama tokom vremena koji mogu
dovesti ili do ublazavanja posledica povrede ili do sekundarnih povreda nervnog tkiva (Burda et al.,
2016). Glavne odlike TBI su reaktivna astroglioza i formiranje glijskog ozZiljka (Sofroniew & Vinters,
2010). Vremenski sled TBI podrazumeva primarne i sekundarne povrede. Primarna povreda se
deSava kao posledica direktne mehani¢ke povrede mozga 1 za rezultat ima ireverzibilan gubitak
neurona 1 glijskih ¢elija na mestu povrede (Jeremic et al., 2023; Michinaga & Koyama, 2021).
Primarna povreda dovodi do pokretanja serije neuro-elektro-hemijskih dogadaja koji kao krajnji
rezultat uzrokuju umiranje neurona. Sekundarna povreda nastaje kao fizioloski odgovor na primarnu
povredu. Naime, u sekundarnoj povredi astrociti, mikroglija i imunske ¢elije iz perifernih tkiva
dovode do inflamacije (Michinaga & Koyama, 2021). Pored neuroinflamacije sekundarne povrede
ukljucuju poremecaje u funkciji KMB 1 otok (Michinaga & Koyama, 2021). U vecini slucajeva,
imunoloski odgovor je koristan i povlaci se nakon §to se oSteceno tkivo obnovi (Zhang et al., 2023).
Medutim, ukoliko se oste¢eno tkivo ne oporavi u potpunosti, inflamacija moze postati hroni¢na §to
dalje ostecuje okolno tkivo i viemenom moze dovesti do razvoja neurodegenerativnih bolesti (Zhang
et al., 2023). Nakon povrede nervnog tkiva iz oSteCenih Celija oslobada se ATP, koji se smatra
univerzalnim ,, signalom opasnosti“ (Franke et al., 2012). ATP se vezuje za purinoreceptore P2X i
P2Y na membrani astrocita i pokre¢e unutarcelijsku molekularnu kaskadu koja finalno dovodi do
povecane ekspresije GFAP-a i vimentina, hipertrofije ¢elijskog tela i proliferacije astrocita u cilju
ogranicavanja nastale povrede 1 formiranja glijskog oziljka (Czyzewski et al., 2024; Franke et al.,
2012; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). lako primarna povreda usled TBI ne moze biti sprecena,
sekundarne povrede otvaraju mogucnost za primenu razliitih terapeutskih pristupa u cilju
ograniCavanja nastalih oStecenja (Wang et al., 2015). Mnoge studije su pokazale da su odredeni lekovi
ostvarili pozitivan efekat na oporavak neurona kroz promovisanje povoljnih i eliminaciju nepovoljnih
funcija astrocita (Kitchen et al., 2020; Rothstein et al., 2005). Stoga, farmakoloska ili geneticka
modulacija astrocita predstavlja dobar potencijalni pristup za razvoj novih terapijskih strategija u
lecenju TBI (Michinaga & Koyama, 2021).

1.4.5.2. Ishemija

Ishemija moze dovesti do teskog oSte¢enja mozga, invaliditeta ili ¢ak smrti. Ranije se
zna da astrociti imaju vazne i raznolike uloge u ovom procesu, §to ih ¢ini obe¢avaju¢im terapijskim
metama za lecCenje mozdane ishemije (Hernandez et al., 2021; Rossi et al., 2007). Glavni negativni
efekat mozdane ishemije je gubitak kiseonika u mozgu (Pivonkova & Anderova, 2017). Mozdani
udar je najées¢i tip fokalne ishemije, uzrokuje ga zapusenje mozdane arterije, Sto dovodi do gubitka
neurona u ishemic¢noj zoni i1 formiranja glijskog oziljka (deSai C, 2023). Tokom ishemije, astrociti
prolaze kroz promene fenotipa prema reaktivnom, ukljucujuéi hipertrofiju ¢elijskog tela, povec¢an
proliferativni kapacitet 1 formiranje glijskog oziljka, promene u ekspresiji gena i povecanu ekspresiju
intermedijarnih filamenata GFAP-a, vimentina i nestina (Potokar et al., 2020). Kao i u drugim
patologijama, astrociti ostvaruju dvojake funkcije tokom mozdane ishemije (Li et al., 2008; Liu &
Chopp, 2016). Studija koju su sproveli Li i saradnici pokazala je da, tokom ishemije, reaktivni

18



astrociti luce interleukin 15 (IL15), koji specifi¢no aktivira citotoksi¢éne mehanizme prirodnih ¢elija
ubica (NK) 1 CD8+ T limfocita, $to dovodi do upale tkiva i oSte¢enja nakon ishemijske povrede (Li
et al., 2008; Li et al., 2017). S druge strane, astrociti takode ostvaruju korisne funkcije, kao sto je
proizvodnja angiogenih i neurotrofnih faktora koji su vazni za prezivljavanje neurona i regeneraciju
nakon mozdanog udara (Liu & Chopp, 2016).

1.4.5.3. Neurodegenerativne bolesti

AB, ALS, PB i Hantingtonova bolest (HB) su neurodegenerativne bolesti koje se obi¢no
javljaju u kasnoj zivotnoj dobi. Jedna od patoloskih karakteristika ovih bolesti je neuroinflamacija
(Chitnis & Weiner, 2017; Heneka et al., 2015; Komine & Yamanaka, 2015; Troncoso-Escudero et
al., 2018). Inflamacija u CNS moze imati korisne efekte, poput brze i lokalizovane reakcije na
povrede (Yong et al., 2019). Medutim, kod ovih neurodegenerativnih bolesti, neuroinflamacija je
hroni¢na 1 postaje Stetna po okolno tkivo (Chitnis & Weiner, 2017). Reaktivni astrociti u
neurodegenerativnim bolestima mogu pogorsati inflamatorne reakcije 1 ostetiti tkivo, ili dovesti do
imunosupresije i reparacije tkiva (Colombo & Farina, 2016). Efekat koji ostvaruju reaktivni astrociti
zavisi od trenutka u progresiji bolesti, specificnosti bolesti kao 1 od uticaja mikrosredine koja
ukljucuje mikrogliju (Kwon & Koh, 2020) i druge tipove ¢elija (Lee et al., 2021). Reaktivni astrociti
1 mikroglija proizvode inflamatorne molekule i u€estvuju u oblikovanju inflamatornog odgovora u
razli¢itim bolestima. Mikroglija lu¢i razli¢ite pro-inflamatorne molekule ukljucujuéi IL-1, TNF-a i
komponentu komplementa 1q (engl. complement component 1q, Clqg) koje deluju na aktivirane
astrocite i dovode do ispoljavanja A1 pro-inflamatornog fenotipa. Ovaj fenotip je prisutan u razli¢itim
delovima mozga kod pacijenata sa AB, PB, ALS, multiplom sklerozom (MS) i HB, kao 1 u
zivotinjskim modelima ovih bolesti (Liddelow et al., 2017). Takode, u ALS i PB dolazi do poremecaja
u homeostazi glutamata usled smanjene ekpresije glutamatnih transportera, §to dovodi do
ekscitotoksi¢nosti (Gu et al., 2010; Howland et al., 2002; Iovino et al., 2022; Rothstein et al., 1995;
Tong et al., 2014). Kod reaktivnih astrocita u HB dolazi do smanjene ekspresije Kir4.1, poremecaja
u homeostazi K" i homeostazi glutamata za koje se smatra da doprinose neuronskoj
hipereksitabilnosti u HB modelima (Tong et al., 2014). Broj pro-inflamatornih A1 reaktivnih astrocita
povecava se u fizioloSkim uslovima tokom starenja i dovodi do hroni¢ne inflamacije nervnog tkiva,
koja predstavlja rizik za nastanak razli¢itih neurodegenerativnih bolesti (Lawrence et al., 2023).

1.4.6. Senescencija astrocita

Celijska senescencija je fenomen povezan sa starenjem koji su prvi opisali Leonard Hejflik
(engl. Leonard Hayflick) 1 Pol Murhed (engl. Paul Moorhead) kada su uocili da humani fibroblasti
nakon dugoro¢nog kultivisanja in vitro gube moguénost replikacije (Hayflick, 1965). Ovaj fenomen
je nazvan replikativna senescencija 1 najéesce se povezuje sa skra¢ivanjem telomera usled uzastopnih
replikacija molekula DNK (Cohen & Torres, 2019). Kasnije je otkriveno da senescentne celije mogu
da se akumuliraju u razli¢itim tkivima i1 organima, gde ostvaruju razliCite fizioloske i patoloske
funkcije. Drugi tip senescencije naziva se preuranjena senescencija izazvana stresom. Ovaj tip
senescencije nastaje kada celije usled razliCitih stresora (aktivirani onkogeni, citokini, reaktivne
kiseoni¢ne vrste, oStecenja u molekulu DNK) prerano udu u senescentno stanje. Senescencija je
proces koji se odlikuje ireverzibilnim zaustavljanjem c¢elijskog ciklusa, brojnim fenotipskim
promenama, kao i sticanjem karakteristiénog pro-inflamatornog sekretornog fenotipa povezanog sa
senescencijom (engl. senescence associated secretory phenotype, SASP) (Slika 6) (Mijit et al., 2020).
Za razliku od ¢elija u stanju mirovanja gde do zaustavljanja Celijskog ciklusa dolazi u GO fazi,
senescencija pokrece trajno zaustavljanje celijskog ciklusa u fazama celijskog ciklusa G1 1 G2.
Senescentni astrociti ostaju metabolicki aktivni, vijabilni i aktivno suprimiraju apoptozu (Roger et
al., 2021). Ove ¢elije pokazuju jedinstvene karakteristike 1 funkcije (Slika 6), koje ih razlikuju od
drugih neproliferiSucih celija, kao Sto su utiSane ili terminalno diferencirane ¢elije (Roger et al.,
2021). Senescentne ¢elije najcesce se identifikuju preko aktivnosti enzima 3 galaktozidaze povezane
sa senescencijom (engl. senescence-associated beta galactosidase, SA-B-gal) (Slika 6) (Lee et al.,
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2006). Povecana aktivnost ovog enzima pored in vitro modela, uocena je i u in vivo u humanim
tkivima 1 stoga se Cesto koristi kao marker senescencije i starenja (Cho & Hwang, 2012). Zanimljivo
je istaci studije koje su pokazale da i utiSani i senescentni astrociti pokazuju aktivnost SA-B-gal, s tim
Sto je intenzitet aktivnosti ovog enzima znatno izrazeniji u senescentnim astrocitima (Cho & Hwang,
2012; Terzi et al., 2016). Put prenosa signala mTOR (engl. mammalian target of rapamycin) je glavni
signalni put koji u€estvuje u finoj regulaciji izmedu ova dva stanja- senescencije 1 utiSanosti (Terzi et
al., 2016). Senescencija doprinosi razvoju neurodegenerativnih oboljenja povezanih sa starenjem, a
moze dovesti 1 do pojave malignih bolesti (Roger et al., 2021). Cohen i saradnici su senescenciju
astrocita nazvali “astrosenescencija” (Cohen & Torres, 2019). Brojne studije su pokazale da razli¢iti
faktori ukljucujuéi visestruko ponovljenu replikaciju, oksidativni stres, poremeceni metabolizam,
inhibiciju proteazoma, visok nivo glukoze, HIV infekcije, X zraCenja, izlaganje vodonik-peroksidu i
skrac¢ivanja telomera tokom starenja dovode do oSte¢enja u molekulu DNK 1 ulaska astrocita u
senescenciju (Roger et al., 2021; Terzi et al., 2016). Za razliku od reaktivne astroglioze, celijska
senescencija astrocita je ireverzibilno i trajno stanje. Senescentni astrociti se odlikuju uvecanim i
pljosnatim celijskim telom, izmenjenom morfologijom jedra usled smanjene ekspresije proteina
jedarne lamine lamina B1 1 reorganizacijom intermedijarnih filamenata (Slika 6) (Bitto et al., 2010).
Nakon izlaganja oksidativnom stresu, primarne kulture i mis§jih i humanih astrocita dobijaju uvecanu,
spljostenu 1 vakuoalizovanu morfologiju tipicnu za senescentne Celije. Matias i saradnici pokazali su
na senescentnim astrocitima in vitro da se defektna jedarna morfologija ogleda u pojavi invaginacija
u jedrima (Matias et al., 2022). Sli¢no reaktivnim astrocitima, senescentni astrociti karakteriSu se
povecanom ekspresijom GFAP-a koji je vazan za odrzavanje mehanicke ¢vrstine 1 oblika astrocita
(Slika 6) (Gomes et al., 1999; Middeldorp & Hol, 2011). Pored morfoloskih promena, senescentni
astrociti pokazuju slozene funkcionalne promene u ¢ijoj su osnovi promene u ekspresiji gena (Kumari
& Jat, 2021). Najvise izucavani signalni putevi u senescenciji su P53/p21°P! i p16™*4A/rB tumor
supresor signalni put (Chen et al., 2006). P53/ p21°P! signalni put je uklju¢en u regulaciju replikativne
senescencije, dok je glavni regulator stresom-izazvane senescencije pl6™**/Rb tumor supresor
signalni put (Chen et al., 2006). Protein p53 poznat je kao "Cuvar genoma" sa brojnim funkcijama i
ima klju¢nu ulogu u procesu replikativne senescencije (Lane, 1992). Postoje dve izoforme p53
proteina u astrocitima, A133p53 i p53B, a u senescentnim astrocitima se smanjeno eksprimira
A133p53 i povecano eksprimira p53f izoforma (Slika 6) (Turnquist et al., 2016). Ove dve izoforme
p53 smatraju se endogenim regulatornim mehanizmima za replikativnu senescenciju posredovanu
proteinom p53 (Fujita et al., 2009). Senescentni astrociti poveéavaju ekspresiju jednog od nizvodnih
targeta p53, regulatora éelijskog ciklusa p21%!, koji dalje inhibira aktivnost ciklin-D zavisne kinaze
2 (CDK2), sto rezultira zaustavljanjem celijskog ciklusa (Han et al., 2020). Oba signalna puta P53/
p21¢P! i p16Mk44/Rb tumor supresor signalni put su sloZena i ukljuéuju promene u razli¢itim setovima
gena (Kumari & Jat, 2021). Proteini p53 i p21%* su klju¢ni “igraéi” u senescenciji, a sugerisano je
da je put p53/p21%af! vazan za inicijaciju senescencije, dok je put koji ukljuéuje p16 i pRb porodicu
proteina vazan za dalje odrzavanje senescentnog stanja (Mijit et al., 2020). SASP karakterise
povecana sekrecija pro-inflamatornih hemokina, faktora rasta, proteaza i inflamatornih citokina, §to
dovodi do indukcije inflamacije (Cohen & Torres, 2019). Sekrecija odredenih faktora SASP-a se
menja u odnosu na stimulus koji ih je izazvao (Han et al., 2020). lako je sastav SASP-a varijabilan,
jedna od najcesc¢ih komponenti SASP-a je citokin IL-6 (Han et al., 2020). Pored IL-6, interleukini IL-
8 1 IL-1P 1 TNF-a su cesto povecani kod senescentnih astrocita, dok IL-2, IL-3 i IL-4 nisu toliko
zastupljeni (Gao et al., 2021; Limbad et al., 2020; Shang et al., 2020; Turnquist et al., 2019). Pored
interleukina, druge komponente SASP-a povecane kod senescentnih astrocita su metaloproteinaze
MMP-1 i MMP-3, i hemokin CXCL-1 (Gao et al., 2021; Limbad et al., 2020; Shang et al., 2020).
Senescentne astrocite karakteriSe smanjena ekspresija gena koji kodiraju kljucne proteine za transport
glutamata (EAATI/EAAT2), kalijuma (Kird.1), i vode (AQP4). Ove promene naruSavaju
homeostatske funkcije astrocita, uklju¢ujuci njihovu sposobnost da pruze zastitu neuronima, ¢ime se
povecava rizik od neurotoksi¢nih efekata i narusavanja fizioloskih procesa u mozgu (Slika 6) (Limbad
et al., 2020). Osim negativnih efekata na neurone, senescentni astrociti izazivaju promene u mozgu,
poput slabljenja sinapti¢ke plasti¢nosti, gubitka neuralnih mati¢nih ¢éelija i disfunkcije KMB (Han et
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al., 2020). Sve ove promene u mozgu koje indukuju senescentni astrociti mogu doprineti razvoju
neurodegenerativnih bolesti povezanih sa starenjem. Imajuci u vidu da je ekspresija miRNK cesto
promenjena tokom starenja, smatra se da one mogu biti kori§¢ene kao potencijalni biomarkeri starenja
1 ¢elijske senescencije (Williams et al., 2017). Na primer, ekspresija miR-34a smatra se biomarkerom
starenja mozga kod misSeva (Li et al., 2011). Pored toga, u hepatocitima miSeva koji stare uocena je
povecana ekspresija i drugih miRNK kao $to su miR-93, miR-214, miR-669¢ 1 miR-709 (Maes et al.,
2008). Eksperimenti na razli¢itim tipovima humanih ¢elijskih linija pokazali su da miRNK uti¢u na
¢elijsku senescenciju kroz modulaciju ekspresije regulatornih proteina senescencije, posebno preko
komponenti p53/p21wafl 1 pl6ink4A/pRB signalnih puteva i SASP-a (Suh, 2018). Na primer,
identifikovano je nekoliko miRNK ukljucujuc¢i: miR-504, miR-125b, miR-251 miR-30d koje se
direktno vezuju za P53 transkript 1 suprimiraju njegovu ekspresiju (Hu et al., 2010; Kumar et al.,
2011; Le etal., 2009). S druge strane, miR-192, miR-194, miR-215 i miR-605 indirektno povecavaju
ekspresiju P53 tako $to inhibiraju ekspresiju E3 ubikvitin ligazu MDM2. miR-34a podstice ¢elijsku
senescenciju inhibicijom ekpsresije SIRT1 (engl. silent-mating type information regulation 2
homologue 1), deacetilaze koja negativno reguliSe p53 i puteve odgovora na stres. U ovom procesu
pored miR-34a ucestvuju i miR-22, miR-138, miR-181a/b, miR-217 1 miR-449 (Suh, 2018). Molekul
miR-106b, clanovi familije miR-130b, miR-302a/b/c/d, miR-512-3p i miR-515-3p inhibiraju
ekspresiju P21, time inhibirajuci i senescencu (Borgdorff et al., 2010). Studija Lal i saradnika
pokazala je da je smanjena ekspresija miR-24 povezana sa pove¢anim nivoom pl6, Sto ukazuje da
ova miRNK negativno reguliSe P16 regulator celijskog ciklusa i time inhibira replikativnu
senescenciju (Lal et al., 2008). Sa druge strane, za miR-9, miR-125 i miR-181 pokazano je da
indukuju senescenciju preko P16 (O'Loghlen et al., 2015). Iako postoje brojna istrazivanja o ulozi
miRNK u ¢elijskoj senescenciji, u konteksu astrocita, ovo istrazivacko polje je slabo prouc¢eno. Ovo
ostavlja znaCajan prostor za dalja istrazivanja u cilju dubljeg razumevanja njihove uloge u
“astrosenescenciji”’ i mehanizama delovanja $to bi pored znacaja za fundamentalnu nauku omogucilo
1 njihovu potencijalnu primenu u terapeutske svrhe.
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Slika 6. Glavne morfoloSke, molekularne i funkcionalne karakteristike senescentnih astrocita. Senescentni astrociti
imaju uvecan, spljosten oblik sa izmenjenom morfologijom jedra, pracen promenama u ekspresiji citoskeletnih i jedarnih
proteina. Odlikuje ih poveéana ekspresija GFAP-a i smanjena ekspresija jedarnog proteina Lamina-B1. Kod senescentnih
astrocita povecana je ekspresija A133p53 i HMGBI1, a smanjeno se eksprimira protein pS3f. Ove éelije se odlikuju
povecanom aktivnos¢u enzima SA-B-gal. Ekspresija glutamatnih transportera (EAATI/EAAT?2), kalijumovog kanala
Kird.1, kao i AQP4 transportera je smanjena kod senescentnih astrocita. Sa funkcionalnog aspekta, senescentni astrociti
se odlikuju ireverzibilnim zaustavljanjem celijskog ciklusa i pro-inflamatornim sekretornim fenotipom povezanim sa
senescencijom (SASP). Preuzeto i izmenjeno i iz Lazic et al., 2022.

1.4.6.1. Senescencija i neurodegenerativne bolesti povezane sa starenjem

Starenje je prirodan fizioloski proces koji se deSava pod uticajem razli¢itih genetickih faktora
kao 1 faktora zivotne sredine (Nigam et al., 2012). Odlika starenja je akumulacija senescentnih celija
koje nisu u stanju da zamene oStecene Celije koje se prirodno akumuliraju tokom vremena (Di Micco
et al., 2021). Pored toga, senescencija se smatra primarnim faktorom bolesti povezanih sa starenjem,
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kao $to su neurodegenerativna oboljenja. lako uloga ¢éelijske senescencije u bolestima povezanim sa
starenjem joS nije dovoljno izuCena, Sirok spektar morfoloskih, molekularnih 1 funkcionalnih
promena senescentnih astrocita dovodi do gubitka fizioloskih i sticanja Stetnih funkcija ovih ¢elija i
¢ini ih vaznim ucesnicima u neurodegenerativnim bolestima (Slika 6) (Cohen & Torres, 2019).
Senescentni astrociti su identifikovani u post mortem mozdanom tkivu pacijenata sa AB, PB i ALS
(Bhat et al., 2012; Chinta et al., 2018; Ungerleider et al., 2021). Studije ukazuju da je inflamacija
glavni mehanizam putem kojeg senescentni astrociti doprinose bolestima povezanim sa starenjem,
usled lucenja pro-inflamatornih citokina u okviru SASP-a (Benzing et al., 1999; Bhat et al., 2012;
Blasko et al., 2004; Si et al., 2021). Pored inflamacije, poremec¢aj u metabolizmu glutamata je jos$
jedna karakteristika koja doprinosi ukljucenosti senescentnih astrocita u neurodegenerativne bolesti
(Limbad et al., 2020). Poremecaj u metabolizmu glutamata u senescentnim astrocitima je zajednicka
karakteristika razlicitih NB (Slika 6) (Ungerleider et al., 2021). Takode, eksperimenti na astrocitima
u ko-kulturama sa neuronima su pokazali da senescentni astrociti negativno uti¢u na mitohondrijalni
membranski potencijal neurona i menjaju njihovu funkcionalnost (Morales-Rosales et al., 2021).
Ovaj fenomen je verovatno posledica gubitka sposobnosti senescentnih astrocita da luce faktore
potrebne za funkcionisanje neurona ili sticanje neurotoksi¢nog efekta kroz lucenje faktora SASP-a
(Morales-Rosales et al., 2021).

Pokazano je da komponente SASP-a doprinose glavnim patoloSkim mehanizmima AB kao
Sto su akumulacija A, hiperfosforilacija tau proteina i talozenje neurofibrilarnih petlji (engl.
neurofibrillary tangles, NFT) (Han et al., 2020). U jednoj studiji, senescentni astrociti su primeceni
u regionu mozga oko AP plaka, i sugerisano je da su usko povezani sa patologijom AB preko
inflamatornog odgovora (Bhat et al., 2012). Senescentni astrociti takode imaju patoloski uticaj na
dopaminergicke neurone, koji su pretezno pogodeni u PB. Pokazano je da senescentni astrociti mogu
suzbiti proliferaciju i migraciju neuralnih progenitora i smanjiti vijabilnost dopaminergic¢kih neurona
(Chinta et al., 2018). U zivotinjskim modelima ALS-a, kao i kod pacijenata sa ALS-om, senescentni
astrociti postaju toksi¢ni za motorne neurone (Das & Svendsen, 2015; Martin et al., 2000; Turnquist
et al., 2016). U transgenom glodarskom modelu ALS, primecena je preuranjena pojava senescentnih
astrocita, koji nisu u stanju da obezbede podrSku motornim neuronima (Das & Svendsen, 2015).
SugeriSe se da povecani nivo SASP faktora, mogu doprineti hroni¢noj inflamaciji koja se razvija u
ALS (Pole A, 2016).

Navedene studije pokazuju da senescentni astrociti ucestvuju u razvoju NB, kao Sto su AB,
PB i ALS, ali molekularni mehanizmi i dalje nisu dovoljno izu€eni. Potrebne su dodatne studije da bi
se razjasnila precizna uloga senescentnih astrocita u bolestima mozga povezanih sa starenjem.

1.4.7. Razlike i slicnosti izmedu senescentnih i reaktivnih astrocita

Tokom starenja CNS-a, astrociti usled aktivacije ili senescencije postaju neurotoksicni 1
doprinose hroni¢noj inflamaciji koja moze uticati na razvoj neurodegenerativnih bolesti (Cohen &
Torres, 2019; Lopez-Teros et al., 2022). Usled razli¢itih stresogenih stimulusa astrociti postaju
reaktivni ili senescentni i lu¢enjem pro-inflamatornih citokina doprinose inflamaciji i slabljenju
kognitivnih funkcija tokom starenja (Lopez-Teros et al., 2022). Postoje mnoge sli¢nosti i1 razlike
izmedu reaktivnih i senescentnih astrocita. Ono $to je sli¢no kod oba fenotipa je uvecanje ¢elijskog
tela, povec¢ana ekspresija GFAP-a, smanjena ekspresija EAAT1, EAAT2 1 Kir4.1 kanala 1 pro-
inflamatorni fenotip (Tabela 2) (Lazic et al., 2022; Lopez-Teros et al., 2022). Ove zajednicke
karakteristike su neretko dovodile do zabune i pogresno izvodenje zakljucaka u okviru razli¢itih
studija, jer se smatralo da je istrazivacki fokus bio na reaktivnim astrocitima, a zapravo se radilo o
senesentnim astrocitima (Cohen & Torres, 2019). Medutim, izmedu ova dva fenotipa postoje jasne
razlike koje olakSavaju njihovu identifikaciju od kojih su glavne sumirane u Tabeli 2. Rezultati
komparativnih analiza pokazali su da izmedu ova dva fenotipa postoje razlike na transkripcionom
nivou i na nivou sekretoma (Lopez-Teros et al., 2022; Simmnacher et al., 2020). Interesantno je
pomenuti da se pro-inflamatorni sekretorni profil reaktivnih i senescentnih astrocita umnogome
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poklapaju. Pro-inflamatorni sekretom senescentnih i reaktivnih astrocita najcesce sadrzi citokine IL-

6,IL-1a, IL-1B 1 TNF-a (Lopez-Teros et al., 2024; Lopez-Teros et al., 2022) kao 1 odredene hemokine
(Alarcon-Aguilar et al., 2014). Sa druge strane, reaktivni astrociti, za razliku od senescentnih astrocita

mogu ostvariti i pozitivne efekte na oporavak nervnog tkiva putem lucenja razli¢itih anti-oksidativnih,

neurotrofnih molekula i faktora rasta (Lopez-Teros et al., 2022). Iako je senescencija proces koji se
prevasodno povezuje sa razvojem neurodegenerativnih bolesti (Cohen&Torres, 2019), tokom
embrionalnog razvica se javlja kao normalan fizioloski proces (Munoz-Espin & Serrano, 2014), a

ucestvuje 1 u odrzavanju homeostaze adultnih tkiva (pomaze oporavak tkiva nakon ostecenja jetre,
fibroze ili zarastanja povreda) (Demaria et al., 2014; Jun & Lau, 2010; Krizhanovsky et al., 2008).

Tabela 2. Pregled sli¢nosti i razlika izmedu reaktivnih i1 senescentnih astrocita. Preuzeto i izmenjeno i iz Lazic et al.,

2022.
Promene u Reaktivni Reference Senescentni Reference
odnosu na astrociti astrociti
utiSan/zdrav
astrocitni
fenotip

- Celijska hipertrofija; | Mestre et al., 2018 - Uvecano, pljosnato, | Bitto et al., 2010
- Promene u ekspresiji ¢elijsko telo sa
citoskeletnih vakuolama;
intermedijarnih
filamenata: - Povecana ekspresija | Kwon & Koh, 2020

Morfoloske
promene

- Povecana ekspresija
GFAP-a,

nestina i vimentina.

Abbott et al., 2006

Brown & Ransom,

GFAP-a;

- Smanjena ekspresija
Lamina-B1 i gubitak

Bitto et al., 2010

Funkcionalne
promene

2007; Deitmer et al., | tipi¢ne jedarne

2019; Salman et al., morfologije.

2022
- Poveéan Sofroniew, 2009 - Ireverzibilno Bush et al., 1999
proliferativni i zaustavljanje

migratiorni kapacitet;

- Sekretorni fenotip
(sekrecija pro-
inflamatornih faktora
kao i neurotrofnih i
neuropoeticnih faktora
rasta).

Bak & Walls, 2018;
Pole A, 2016

celijskog ciklusa;

-Sekretorni fenotip
povezan sa
senescencijom (engl.
senescence-
associated secretory
phenotype, SASP)
(najcescée pro-
inflamatorni).

O'Brien & Wong,
2011
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Trnaskripcione promene

- Povecana ekspresija
SOX2 i SOX9
regulatornih proteina;

- Povecana ekspresija
miR-21 i smanjena
ekspresija miR-145;

-Smanjena ekspresija
glutamatnih
transportera EAAT]1
and EAAT2 i Kir4.1
kanala;

- Povecana ekspresija
AQP4.

Bani-Yaghoub et al.,
2006; Herrmann et
al., 2008; Sun et al.,
2017

Bhalala et al., 2012;
Wang et al., 2015

Nwaobi et al., 2016

Auguste et al., 2007,
Saadoun et al., 2005

- Povecana aktivnost
enzima [3-
galaktozidaze (SA-B-
gal);

- Povecana ekspresija
HMGBI1

- Smanjena ekspresija
EAATI/EAAT2;
Kir4.1 i AQP4.

- Povecana ekspresija
inhibitora Celijskog
ciklusa p53, p21ipl6

- Smanjena ekspresija

Bhat et al., 2012;
Bitto et al., 2010;
Cohen & Torres,
2019; Evans et al.,
2003

Limbad et al., 2020

Limbad et al., 2020

Herbig et al., 2004

Turnquist et al., 2016

A133p53 i povecana
ekspresija p53p;

1.4.8. Terapeutske strategije usmerene na modulaciju astrocita

Imaju¢i u vidu da astrociti imaju kljuénu ulogu u odrzavanju homeostaze kako u fizioloskim,
tako i u patoloskim uslovima u CNS-u, njihovo proucavanje postalo je vrlo interesantno sa
terapeutskog aspekta. Sposobnost astrocita da reaguju na bilo koji vid povrede u mozgu ¢ini ove ¢elije
mo¢nim endogenim odbrambenim mehanizmom kojim se moze manipulisati u cilju prezivljavanja i
oporavka nervnog tkiva nakon povrede (Escartin & Bonvento, 2008; Liberto et al., 2004; Pivonkova
& Anderova, 2017; Sofroniew & Vinters, 2010). Terapeutske strategije zasnovane na funkcionalnoj
modulaciji reaktivnih astrocita usmerene su na unapredivanje njihovih neuroprotektivnih uloga,
poput sekrecije neurotrofnih faktora, neuropoetickih citokina i faktora rasta, dok se istovremeno
minimalizuju ili potpuno eliminiSu nepovoljni efekti koje ove ¢elije ostvaruju (Slika 7) (Escartin &
Bonvento, 2008; Linnerbauer & Rothhammer, 2020). Razli¢iti terapeutski pristupi, primenjeni do
sada, baziraju se na genskoj terapiji posredovanoj virusima ili egzogenom dodavanju supstanci koji
indukuju neuroprotektivne funkcije astrocita (Valori et al., 2019). Danas su u upotrebi nanocestice i
peptidi sa visokim afinitetom i specifi¢noS¢u za astrocite koji sluze za isporuku bioloski aktivnih
hidrofilnih jedinjenja kao $to su proteini, nukleinske kiseline i mali molekuli u ove ¢elije (Valori et
al., 2019). Odredeni lekovi, koji se koriste u klini¢koj praksi, takode mogu poboljsati funkcije
astrocita. Dobar primer za ovo je prenamena antibiotika ceftriaksona, za koji je otkriveno da efikasno
povecava ekspresiju specificnog glutamatnog transportera EAAT2 kod astrocita (Rothstein et al.,
2005) ¢ija je redukovana ekspresija karakteristika mnogih neurodegenerativnih oboljenja i uzrokuje
glutamatnu ekscitotoksicnost. Astrociti u zdravom CNS-u produkuju razli¢ite antioksidante
ukljucujuéi glutation, superoksid dismutazu i1 askorbat (Verkhratsky & Nedergaard, 2018).
Stimulacijom produkcije ovih jedinjenja u astrocitima moze da se smanji nivo Stetnih slobodnih
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Slika 7. Astrociti kao targeti za nove terapeutske strategije. (A) Terapeutske strategije zasnovane na funkcionalnoj
modulaciji reaktivnih astrocita imaju za cilj poboljSanje njihovih neuroprotektivnih ili minimalizaciju neurotoksi¢nih
efekata. U tu svrhu primenjenjuju se razliciti pristupi, ukljucujuéi virusima posredovanu gensku terapiju i egzogenu
primenu jedinjenja. Razliciti alati, ukljucujudi peptide visoko specifi¢ne za astrocite i nanocestice, koriste se za selektivnu
i specifi¢nu dostavu terapeutika astrocitima. (B) Moguce opcije leCenja degenerativnih promena uzrokovanih starenjem i
bolesti povezanih sa starenjem oslanjaju se na novu klasu lekova poznatu kao senolitici, koji funkcionisu selektivnim
indukovanjem apoptoze u senescentnim ¢elijama. Preuzeto i izmenjeno iz Lazic et al., 2022.

radikala u povredenom nervnom tkivu i tako pozitivno deluje na prezivljavanje neurona i njihov
oporavak (Barreto et al., 2011). Znacajno povecanje oslobadanja glutationa postignuto je aktivacijom
astrocita posredstvom citokina IL-1p i TNFa (Gavillet et al., 2008), a oslobodeni glutation postaje
dostupan neuronima kao bitan antioksidativni molekul (Dringen, 2000). Razvoj terapeutskih
strategija za eliminaciju senescentnih ¢elija je u fokusu istrazivanja kao jedna od mogucéih strategija
za le€enje bolesti povezanih sa starenjem. Eliminacija senescentnih ¢elija i prateCeg SASP-a, ili
spreCavanje senescencije genetickom ili farmakoloskim modulacijom, moze ostvariti pozitivan efekat
na neurodegenerativne bolesti (Bussian et al., 2018; Si et al., 2021; Yabluchanskiy et al., 2020).
Konkretno, pokazano je da povecana ekspresija A133p53 u astrocitima ¢ija je senescencija izazvana
zra¢enjem dovodi do represije SASP-a (Turnquist et al., 2019). Takode, pokazano je da in vitro
tretman ginsenozidom F1 u astrocitima koji su senescentni dovodi do represije SASP-a kroz inhibiciju
p38 MAPK-zavisne NF-kB aktivnosti (Hou et al., 2018). Nova klasa lekova poznata kao senolitici
funkcionisu tako S§to selektivno indukuju apoptozu u senescentnim ¢éelijama (Slika 7B), dok se
senomorfici koriste kao anti-SASP terapija (Ungerleider et al., 2021). Neki senoliticki lekovi, kao $to
su propranolol i sildenafil, pokazuju obeéavajuée rezultate kao potencijalni terapeutski agensi koji bi
mogli biti korisni za leCenje AB (Dobarro et al., 2013; Orejana et al., 2012).
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2. Ciljevi istrazivanja

Astrociti poseduju jedinstvenu sposobnost da se aktiviraju u odgovoru na razliite patoloske
promene CNS-a i u tom procesu ponovo sti¢u neke od karakteristika astrocitnih prekursora (Lagos-
Cabre et al., 2019). Proteini SOX2 1 SOX9 imaju bitne uloge u gliogenezi (Bani-Yaghoub et al., 2006;
Kang et al., 2012) i njihova ekspresija se povecava u reaktivnim astrocitima u procesu reaktivne
astroglioze (Chen et al., 2019; Sun et al., 2017). Medutim, uloga ovih regulatornih proteina
transkripcije u zrelim astrocitima 1 dalje nije dovoljno izucena. U reaktivnim astrocitima povecano se
eksprimira i miR-21 i ostvaruje pozitivne efekte na oporavak nervnog tkiva nakon povrede (Liu et
al., 2018). Iako ova miRNK ima bitnu ulogu u odrZavanju homeostaze CNS, njen mehanizam
delovanja i fenotipske karakteristike zrelih astrocita koje se nalaze pod njenom kontrolom umnogome
su nepoznati. U cilju ispitivanja uticaja gena SOX2 1 SOX9 i miR-21 na fenotipske karakteristike
astrocita, formulisani su specifi¢ni ciljevi ove doktorske teze:

1. Optimizovati uslove gajenja i okarakterisati model sistem NT2/A dobijenih diferencijacijom
humanih embrionalnih pluripotentnih karcinomskih NT2/D1 ¢elija

2. Ispitati ekspresiju SOX2, SOX9 i miR-21 tokom sazrevanja NT2/A in vitro
3. Ispitati ekspresiju SOX2 i SOX9 u reaktivnim astrocitima in vitro i in vivo
4. Ispitati ulogu SOX2 i SOX9 u ¢elijskim procesima karakteristicnim za reaktivne astrocite

5. Ispitati uticaj miR-21 na vijabilnost, proliferaciju i senescenciju NT2/A.
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3. Materijal i metode

3.1. Tabelarni prikaz hemikalija, rastvora, pufera i medijuma

Tabela 3. Nazivi i proizvodaci hemikalija

NaCl - natrijum hlorid

KCI - kalijum hlorid

CaCl:z - kalcijum hlorid

NaH2POs4- natrijum dihydrogen fosfat
Na2HPOs4 - natrijum dihidrogen fosfat
KH2PO4 - kalijum dihidrogen fosfat
NaHCOs3 - natrijum hidrogen karbonat
MgSOs4 - magnezijum sulfat
d-glukoza

Sigma-Aldrich, SAD

EDTA - etilen diamin tetra siréetna kiselina
PFA - paraformaldehid
Mowiol

Glicerol

Glicin

Metanol

SDS - natrijum dodecil sulfat
Tween 20

Triton X-100

Akrilamid
TEMED-N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamin APS
- amonijum persulfat
Etidijum bromid

Saharoza

Ponceau- S

Siréetna kiselina

Bromfenol plavo

Citozin arabinozid

uridin
5-fluoro-5-deoksiuridin
tri-Natrijum citrat dihidrat
Metanol

Tris

Tripton

Ekstrakt Kvasca

Sigma-Aldrich, SAD

DMEM - Dulbekov modifikovani Eagle
medijum

BSA - albumin iz seruma goveceta

Tripsin

Gibco, ThermoFisher Scientific

Antibiotik-antimikotik

FBS - fetalni govedi serum
NGS- Normalni kozji serum
Geltrex™

Matrigel®

Gibco, ThermoFisher Scientific
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3.2. Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimenti su radeni na pacovima Wistar soja starim 10 nedelja, muskog pola. Zivotinje su
gajene u konstantnim ambijentalnim uslovima: temperatura od 23+2°C, relativna vlaznost 50-60%,
12:12h svetlost-mrak i sa ad libitum pristupom hrani i vodi. Eksperimentalna procedura je odobrena
od stane EtiCckog komiteta Univerziteta u Beogradu (broj prijave 61206-2915/2-20) 1 izvrSena u
saglasnosti sa direktivom EU o zastiti Zivotinja koriS¢enih u nau¢ne svrhe 2010/63/EU.

3.2.1. Ablacija senzomotorne kore (ASK) prednjeg mozga pacova

Kao eksperimentlna grupa zivotinja na kojima je izvrSena ablacija senzomotorne kore
prednjeg mozga (ASK grupa) korii¢eni su pacovi stari 10 nedelja, muskog pola. Zivotinje su
anestezirane intraperitonealnom injekcijom Zoletila®50 (50 mg/kg telesne tezine; Virbac, Karos,
Francuska) i postavljene u stereotakticki ram. KoZa glave je obrijana i zaseCena duz srednje linije
skalpelom kako bi se izlozio predeo bregme. Koordinate kraniotomije bile su 2 mm ispred bregme, 4
mm iza bregme i 4 mm boc¢no od srednje linije. KoStani poklopac odvojen je pincetom u stranu. Dura
(tvrda mozdana ovojnica) je pazljivo zaseCena i pomerena u stranu. Odstranjivanje senzomotorne
kore prednjeg mozga pacova izvedeno je pazljivom aspiracijom (metoda sukcione ablacije) sive
mozdane mase pomocu tanke polipropilenske cevi povezane na vakum, sve do pojave bele mase.
Nakon $to su dura i pomerena kost vracene na mesto, kozZa je zaSivena, a zivotinje su odrzavane na
toplom dok se nisu probudile. Kao kontrolna grupa zivotinje koriS¢ene su intaktne zivotinje
identiénog uzrasta. Zivotinje iz obe grupe (ASK i kontrolne grupe), zrtvovane su 10 dana nakon
povrede.

3.3. NT2/D1 ¢elijska linija

U ovom radu kori$¢ena je permanentna Celijska linija poreklom od humanog embrionalnog
teratokarcinoma NT2/D1 (ATCC® eng. American Type Culture Collection, Sjedinjene Americke
Drzave, SAD).

3.3.1. Protokol za diferencijaciju NT2/D1 ¢elija

NT2/D1 ¢elije (ATCC®™ Virdzinija, SAD) posadene su u broju od 2x10° ¢elija po T75
flasku 1 gajene su u kompletnom medijumu koji sadrzi: Dulbekov modifikovani Eagle medijum sa
visokim sadrzajem glukoze (4,5 g/l) (eng. High glucose Dulbecco's modified Eagle medium,
HG/DMEM) (Gibco, ThermoFisher Scientific, SAD), sa dodatkom 10% govedeg fetalnog seruma
(eng. fetal bovine serum, FBS) (Gibco, ThermoFisher Scientific, SAD) i meSavinom antibiotika i
antimikotika (Gibco, ThermoFisher Scientific, SAD). Celije su gajene u inkubatoru sa 10% CO2, na
temperaturi od 37°C. Tretirane su 10 uM all-trans retinoi¢nom kiselinom (RK, Sigma-Aldrich, SAD)
rastvorenom u kompletnom medijumu. Kompletan medijum, sa dodatkom sveze RK, menjan je tri
puta nedeljno u periodu od cetiri nedelje. Nakon cetiri nedelje tretmana celije su presadene u Sest
novih T75 flaskova i gajene u medijumu bez RK jos dva dana (Slika 8). Diferencirani NT2-neuroni
(NT2/N) su zatim mehanic¢kim putem odvojeni od populacije adheretnih ¢elija. Naime, bo¢ne ivice
T75 flaskova snazno su udarene po 10 puta i zatim je supernatant koji sadrzi neurone centrifugiran
(1200 rpm, 10 min), talog je resuspedovanu kompletnom medijumu sa dodatkom inhibitora mitoze:
1 mmol/L citozin arabinozid, 10 mmol/L uridin i 10 mmol/L 5-fluoro-5-deoksiuridin (Slika 8) i tako
izolovani NT2/N su zasadeni na Petri Solje obloZzene podlogom od Matrigela. NT2/N su
okarakterisani imunofluorescentnim obeleZavanjem citoskeletnog markera MAP2 1 nisu kori$¢eni za
dalje eksperimente u okviru ove teze, dok su od ostatka adherentne populacije ¢elija dobijeni NT2-
astrociti (NT2/A) (Slika 8). Za generisanje NT2/A primenjen je protokol objavljen od strane Sandhu
i saradnika (Sandhu et al., 2002). Ukratko, populacija adherentnih ¢elija je tripsinizovana, presadena
u nove T75 flaskove i gajena kompletnom medijumu. Celijama je menjan medijum svaki drugi dan,
a presadivane su po postizanju konfluentnosti. Celije su gajene pet nedelja u kulturi u inkubatoru sa
10% CO2, na temperaturi od 37°C. NT2/A su tokom prvih faza sazrevanja (prve dve nedelje gajenja
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u kulturi) imali visok stepen proliferacije i bilo je potrebno ¢es¢e ih presadivati, a u kasnijim fazama
(od trece do pete nedelje gajenja u kulturi) njihov proliferativni kapacitet se smanjio i presadivani su
rede.

retinoi¢na kiselina

NT2/D1
Bez daljeg izlaganja
o, retinoi¢noj kiselini
l

4 nedelje
2x10° éelija/T75 flask

Eaa

Presadivanje NT2-neurona na
Petri Solje oblozene Matrigelom

Populacija adherentnih
celija, koja sadrzi nezrele
Inhibitori mitoze NT2-astrocite

Sazrevanje 5 nedelja
—_— u kulturi

e

NT2-neuroni

Zreli NT2-astrociti
Slika 8. Sematski prikaz protokola za diferencijaciju NT2/D1 ¢elija do neurona (NT2/N) i astrocita (NT2/A).

3.4. Modulacija ekspresije SOX2 i SOX9 i miR-21 u NT2/A

3.4.1. Transformacija bakterija

Kao domacini za umnozavanje molekula rekombinantne DNK najcesc¢e se koriste bakterije.
Proces unosa rekombinantne DNK u bakterije naziva se transformacija. Kako bi proces
transformacije uspeo, bakterije moraju biti kompetentne, tj. njthove membrane se moraju uciniti
propustljivim za molekule strane DNK. Generisanje kompetentnih bakterija se postiZze na razlicite
nacine, primenom hemijskih ili fizickih agenasa. U eksperimentima prikazanim u ovoj tezi primenjen
je protokol transformacije bakterija toplotnim Sokom. Za transformaciju su koriS¢ene bakterije
Escherichia coli (E. coli), soja Dh5-Alpha, sa karakteristikama genotipa: F-80dlacZM15 (lacZYA-
argF) U169 recAl endAlhsdR17(rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl, (MCLAB Molecular
Cloning Laboratories®, SAD). U prvom koraku transformacije, u 200 pul Dh5-Alpha soja E. coli
bakterija kompetentnih za transformaciju toplotnim Sokom dodato je ~10 ng plazmidne DNK. Smesa
je inkubirana 30 min na ledu uz povremeno mesanje, nakon cega je sledila inkubacija 2 min na
temperaturi od 42°C. Potom je smeSa inkubirana na ledu jo§ 5 min i prebacena u 1 ml toplog tecnog
LB medijuma (engl. Lysogeny Broth; Tripton, Ekstrakt kvasca, NaCl i dH20) radi ozivljavanja.
Bakterije su se od toplotnog Soka oporavljale 1 h na 37°C, nakon ¢ega je 100-300 pl kulture zasejano
na ¢vrstu LB podlogu sa ampicilinom i inkubirano preko no¢i na 37°C. Narednog dana su selektovane
pojedinacne bakterijske kolonije i zasadene u 10 ml tecnog LB medijuma sa ampicilinom i inkubirane
preko noé¢i na 37°C. Deo volumena iz prekono¢nih bakterijskih kolonija (100-150ul) zasaden je u
vecéi volumen LB medijuma odakle je potom izolovana plazmidna DNK.
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3.4.2. 1zolacija plazmidne DNK na srednjoj skali

Izolacija plazmidnih konstrukata koriS¢enih za transfekciju izvrSena je na srednjoj skali
koris¢enjem kita DNK PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit (Invitrogen, SAD). Princip
rada ovog kit-a zasniva se na modifikovanoj proceduri alkalne lize, nakon ¢ega se plazmidna DNK
selektivno vezuje za specijalizovani anjonski-jonoizmenjivacki matriks, pod odgovaraju¢im
uslovima niskih jonskih jacina 1 vrednosti pH. Molekuli RNK, proteini i ostale neCisto¢e uklonjeni su
pranjem rastvorima srednje jonske jacine. Plazmidna DNK je eluirana u puferu sa visokim sadrzajem
soli, a zatim odsoljena i koncentrisana precipitacijom koriS¢enjem izopropanola i prikupljena
centrifugiranjem. Kako su plazmidi kori$¢eni za potrebe produkcije lentivirusa i transdukciju NT2/A,
bilo je neophodno da iz izolata budu uklonjeni bakterijski endotoksini, imajuéi u vidu da prisustvo
endotoksina znatno umanjuje efikasnost transdukcije eukariotskih celija. KoriS¢enjem ER (engl.
endotoxin removal) pufera, dobijenog u PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit-u, spre¢eno
je vezivanje endotoksina iz bakterija za DNK vezuju¢i matriks. Izolovana plazmidna DNK je
kvantifikovana i ¢uvana na -20°C do upotrebe.

3.4.3. Produkcija lentivirusa i transdukcija NT2/A

Transdukcija je proces prenosenja genetickog materijala posredstvom virusa. Lentivirusni
vektori potiCu iz virusa humane imunodeficijencije (HIV) 1 postali su bitan alat koji omogucava
ekspresiju transgena u sisarskim c¢elijama. Uobicajeno se lentiviralni vektori produkuju u HEK293
¢elijama. Kako bi nastali zreli virusi potrebno je da HEK293 ¢elije budu transfekovane plazmidima
koji sadrze gene potrebne za formiranje virusne partikule, kao 1 plazmidom koji sadrzi transgen. Za
generisanje virusa u ovom doktoratu koriS¢ena je permanentna ¢elijska linija poreklom od humanog
embrionalnog bubrega HEK293 (ATCC® eng. American Type 49 Culture Collection, SAD). U
prvom koraku lentivirusne transfekcije generisani su zreli virusi u HEK293 ¢elijama. U tu svrhu 1.2
x 10° ovih ¢elija je zasejano u Petri $olje pre¢nika 10 cm a zatim je, naredni dan, uradena tranzijentna
transfekcija koriS¢éenjem polietileneimin MAX (PEI-Max) (pH 7.2) reagensa (Polysciences Inc,
SAD). Kako bi se generisali virusi koji nose SOX9 ekspresioni konstrukt, koris¢eni su sledeci vektori:
2.5 ug pMDLg/RRE, 1.7 ug pCMV-VSV-G, 1 pg pRSV-Rev, 10 ug pWPXL ili 10 ug pWPXL-Sox9
(Tabela 4). Za generisanje virusa koji nose SOX2 ekspresioni konstrukt ili odgovarajuc¢i prazan
vektor, koriséeno je 8.6 pg pCMV-VSV-G, 13 pg pCMV delta R8.2 ili 10pg pSin-EF2-Sox2-Pur ili
10 pg pSin4-EF2-IRES-Pur (Tabela 4). Za generisanje virusa koji nose lentiviralni anti-sense miR-
21 konstrukt (anti-miR-21) ili odgovarajuéi prazan vektor, koris¢eno je: 1,7 pg pCMV-VSVG, 1 ug
pRSV-REV, 2.5 ng pMDLg/RRE, 10 pg lentiviralnog antisense-miR21 (anti-miR21) (Radulovic et
al., 2017) ili pGreenPuro praznog vektora (pGP; SIS05A-1, System Biosciences, SAD, Tabela 4).
Lentiviralni transdukcioni vektor pGreenPuro (pGP) koris¢en je kao nosac u koji je uklonirana

Tabela 4.Vektori i plazmidi kori$¢eni u radu.

Plazmid Veli¢ina Karakteristike Referenca

pWPXL 10510 bp | Lentivirusni, sisarski ekspresioni vektor, u | Addgene®
koji je ukloniran gen za pojacani zeleni
fluorescentni protein (eng. ‘Enhanced
Green Fluorescent Protein’, EGFP). Nosi
gen odgovoran za razvoj rezistencije na
ampicilin.

pSin4-EF2-IRES-Pur | 7500 bp Lentivirusni, sisarski ekspresioni vektor | Addgene®
koji nosi gene odgovorne za razvoj
rezistencije na ampicilin i puromicin.
pWPXL-Sox9 10510 bp | Lentivirusni, sisarski ekspresioni plazmid, | Addgene®
koji je na mestu gena EGFP sadrzi
kodiraju¢i region humanog gena Sox9.
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Nosi gen odgovoran za razvoj rezistencije
na puromicin.

pSin-EF2-Sox2-Pur | 8500 bp Lentivirusni, sisarski ekspresioni plazmid. | Addgene®
Sadrzi kodiraju¢i region humanog gena
SOX2. Nosi gen odgovoran za razvoj
rezistencije na ampicilin 1 puromicin.
pMDLg/pRRE 8895bp | Lentivirusni vektor tree generacije za | Addgene®
pakovanje virusa - sadrzi HIV-1 gene Pol
(kodira revereznu transkriptazu, RNKazu
H 1 integrazu) i Gag (kodira glavni
strukturni poliprotein Gag) neophodne za
pakovanje virusa, gen odgovoran za
razvoj rezistencije na ampicilin.
pCMV-VSV-G 6363 bp Ekspresioni  lentivirusni  vektor za | Addgene®
pakovanje virusa - kodira G glikoprotein
virusa vezikularnog stomatitisa (VSV-G) -
neophodan za  produkciju virusnih
partikula - sadrzi gen odgovoran za razvoj
rezistencije na ampicilin.

pRSV-Rev 4180bp Ekspresioni lentivirusni  vektor trece | Addgene
generacije za pakovanje virusa - sadrzi
gen Rev (kodira transaktivacioni protein
koji je neophodan za regulaciju translacije
strukturnih  proteina kapsida) 1 gen
odgovoran za razvoj rezistencije na
ampicilin.

pCMYV delta R8.2 8128bp Ekspresioni lentivirusni vektor koji nosi | Addgene
gene Pol 1 Gag neophodne za pakovanje
virusa, kao i gen odgovoran za razvoj
rezistencije na ampicilin.

pmiRZIP-21 nepoznata | pmiRZIP lentivirusni ekspresioni vektor | (Radulovic etal.,
koji poseduje odgovarajuci region koji | 2017)

sadrzi antisense sekvencu miR-21 (anti-
miR-21). Dobijen je kloniranjem mir-21
oligonukleotida (miRZIP-21; Biocat,
Nemacka) u pGreen Puro (pGP)
lentivirusni ekspresioni vektor.

pGreen Puro (pgP) 7861bp pGreen puro (pGP) shRNA (engl. Small | System
hairpin RNAs) lentivirusni eukariotski, | Biosciences
kloniraju¢i ekspresioni vektor koji nosi
gene odgovorne za razvoj rezistencije na
puromicin i ampicilin. Poseduje CMV
(engl. cytomegalovirus) promotor sa kojeg
se transkribuje gen za GFP.

sekvenca za inhibiciju miR-21 (anti-miR-21) koriste¢i miRNK oligonukleotid (Biocat, Nemacka). Za
rastvaranje PEI reagensa i plazmida su koriS¢en je Opti-MEM™ medijum (Gibco, Thermofisher
scientific, SAD). Odnos PEI:DNK koji je koris¢en u svim navedenim transfekcijama bio je 3:1.
Nakon inkubiranja u transfekcionoj smesi 6h, ¢elijama je uklonjen medijum i dodat im je svez
kompletan medijum. Virusi su u transfektovanim HEK293 c¢elijama generisani i oslobodeni u
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medijum u narednih 48 h. Nakon isteka ovog vremenskog perioda ¢elijski supernatant je filtriran kroz
filter pre¢nika pore 0.2 um radi oslobadanja od ¢elijskih ostataka. U filtrirani supernatant dodat je
agens koji poboljsava efikasnost penetracije virusa u eukariotsku ¢eliju, Polybrene (Sigma-Aldrich,
SAD) u finalnoj koncentraciji 8 pg/ul. Na ovaj nacin pripremljena infektivna smesa nakapavana je
na NT2/A u Cetvrtoj nedelji sazrevanja. Nakon 6 h ¢elije su isprane u 1x fosfatnom puferu za ¢éelije
(PBS) (137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na:HPO4, 1.8 mM KH2PO41 ddH20) 1 dodat im je svez
kompletan medijum sa dodatkom antibiotika puromicina (0.3pg/ml) u cilju selekcije transdukovanih
éelija. Celije su rasle u medijumu koji je sadrzavao puromicin narednih 48 h. Eksperimenti na
¢elijama su radeni 5 dana nakon transdukcije.

3.5. Test vijabilnosti

Vijabilnost NT2/A nakon transdukcije sa SOX2 1 SOXY ispitana je koriste¢i CellTiter 96®
Aqueous One Solution Cell Proliferation esej (MTS esej, Promega, SAD). Pet dana nakon
transdukcije sa SOX2 1 SOX9 lentiviralnim konstruktima i njihovim odgovaraju¢im kontrolnim
vektorima, ¢elije su zasejane u sudove sa 96 bunari¢a (1x10* éelija po bunariéu). Esej je uraden po
uputstvu proizvodaca. Kolorimetrijsko merenje izvrSeno je uz pomo¢ Infinite 200 PRO Ccitaca za
mikroplo¢e (Tecan, Menerdorf, Svajcarska), na talasnoj duzini od 490 nm. Pet dana nakon
transdukcije sa anti-miR21 ili praznim vektorom, ¢elije su zasejane u ploce sa 96 bunarica (1,5 x 10*
¢elija po bunari¢u) za NT2/A stare jednu nedelju i 2 x 10* ¢elija po bunari¢u za NT2/A stare Cetiri
nedelje. Vijabilnost NT2/A sa utiSanom ekspresijom miR-21, ispitana je MTT esejem (M2128,
Merck, SAD) za NT2/A prve nedelje sazrevanja i MTS esejem za NT2/A cetvrte nedelje sazrevanja.
Eseji su uradeni u Sest tehnickih replikata i ponovljeni u tri nezavisna eksperimenta.

3.6. Test zarastanja povrede (engl. Scratch Wound)

Test zarastanja povrede koriS¢en je za odredivanje migratornog kapaciteta celija in vitro.
NT2/A 2. nedelje sazrevanja zasejani su u Petri $olje pre¢nika 10cm (4x10° ¢elija po $olji) i gajeni su
do &etvrte nedelje sazrevanja, kad su dostigli konfluentnost (5x10° éelija po $olji). Konfluentni sloj
¢elija zagreban je nastavkom pipete od 200 puL. Pri svakom ru¢nom nanosenju povrede vodilo se
raCuna da pritisak, ugao i brzina povlacenja nastavka budu Sto ravnomerniji u cilju dobijanja
ogrebotina ujednacenih Sirina. Kako bi se uklonile odlepljene ¢elije, ¢elije su isprane sa 1 x PBS-om,
1 nakon toga im je dodat svez medijum. Naneta je po jedna povreda na konfluentan sloj astrocita u
petri Solji od 10 cm. Uslikana su po 4 kadra duz povrede, ¢ija je lokalizacija naznacena markerom.
Migratorni kapacitet ¢elija sa povec¢anom ekspresijom SOX9 analiziran je 24 h nakon ogrebotine, dok
je migratorni kapacitet NT2/A sa povecanom ekspresijom SOX2 analiziran 36 sata nakon ogrebotine,
usled sporije migracije celijskog fronta. Mesto povrede je fotografisano u momentu nanoSenja
povrede (0 h) i 24 h (SOXY), odnosno 36 h (SOX2) nakon povrede upotrebom invertnog mikroskopa
DM IL LED (Leica Microsystems, Nemacka). Svaki uzorak je uslikan na 4 lokacije duz inicijalne
povrede. Iste lokacije su ponovo fotografisane 24 h (SOX9) odnosno 36 h (SOX2) nakon nanoSenja
povrede. Za analizu procenta popunjenosti praznog prostora koris¢en je Leica Application Suite V4.8
softver. Za svaki od uzoraka (NT2/A_IN, NT2/A_SOX9, NT2 SOX2 i NT2/A_4N) analizirana su
dva seta mikrografija (Oh i1 24h ili 36h), koja ukljucuju Cetiri odvojena kadra, odnosno 4 razlicite
lokacije duz povrede. Povlacenjem linija od jednog do drugog ¢elijskog fronta, premerena je Sirina
povrede. Da bi se obuhvatila cela povrSina kadra, povucen je veci broj paralelnih linija. Premerene
duZine izraZene su u um i izvucena je srednja vrednost Sirine povrede za svaki kadar u svakoj
vremenskoj tacki. Procenat preostalog slobodnog prostora nakon migracije ¢elijskog fronta odreden
je pomoc¢u formula: srednja vrednost Sirine povrede nakon 24h x 100 / srednja vrednost Sirine povrede
u Oh, odnosno: srednja vrednost Sirine povrede nakon 36h x 100 / srednja vrednost Sirine povrede u
Oh. Nakon toga, procenat popunjenosti praznog prostora izratunat je oduzimanjem dobijene vrednosti
od 100%, pri ¢emu je inicijalna Sirina povrede (Oh) uzeta kao referentna vrednost. Analiza procenta
popunjenosti praznog prostora izvrsena je u tri nezavisna eksperimenta.
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Kako bi se analizirala ekspresija SOX2 1 SOX9 u NT2/A aktiviranim ogrebotinom, dve nedelje
stare NT2/A éelije zasejane su na Petri Solje pre¢nika 10cm (4x10° ¢elija po $olji) i gajene su do
Cetvrte nedelje sazrevanja, kada su éelije dostigle konfluentnost (5x10° éelija po $olji). Konfluentni
¢elijski sloj je zagreban nastavkom pipete od 200uL. U razli¢itim vremenskim tackama (0, 8, 24 1 36
h) nakon povrede ¢elije su sakupljene i napravljeni su talozi iz kojih su izolovani ukupni ¢éelijski
proteini, koji su dalje koris¢eni za Western blot analizu.

3.7. Tretman forskolinom

NT2/A druge nedelje sazrevanja su zasejani na pokrovna stakla obloZene Geltrex® reagensom
(rastvorenom 1:100 u DMEM medijumu; i inkubirana 30 min na 37°C) i gajene do cetvrte nedelje
sazrevanja kad su dostigle konfluentnost. Nakon toga ¢elije su tretirane 10uM forskolinom (F3917,
Sigma-Aldrich) u medijumu tokom 24 h. Zatim su fiksirane uz pomo¢ 4% PFA i imunocitohemijskim
bojenjem je ispitana ekspresija SOX2 i SOX9.

3.8. Glutamatni esej

Za procenu preuzimanja glutamata od strane astrocita, koriS¢en je Glutamate Assay kit
(Abcam, SAD). Kapacitet za preuzimanje glutamata izmeren je u NT2/A 4N+SOX9, kao i
NT2/A_4N+prazan vektor. Ukupan broj ¢elija po uzorku iznosio je 3 x 10¢ (4 konfluentne petri Solje
od 10cm). Celije su tretirane sa 2 mM glutamatom (Sigma-Aldrich, SAD) koji je dodat u Henkov
balansirani rastvor soli sa dodatkom Ca®" (engl. Hank’s Balanced Salt Solution, HBSS) u trajanju od
1 h. Sastav HBSS rastvora bio je slede¢i: 1.26 mM CaClz, 5.36 mM KClI, 0.44 mM KH2POs4, 0.811
mM MgS0Os4, 137 mM NaCl, 0.336 mM Na:HPOs, 4.166 mM NaHCOs3 i 5.55 mM d-glukoza, pH
7.25 £ 0.15 (Tabela 3). Nakon toga, ¢elije su mehanickim putem skinute sa Solja strugacem (engl.
scraper) 1 lizirane u reagensu iz glutamatnog kita. Unos glutamata meren je prema uputstvu
proizvodaca koristeé¢i Infinite 200 PRO ¢&ita¢ za mikroploée (Tecan, Svajcarska). Unos glutamata je
normalizovan na ukupnu koli¢inu proteina u odgovaraju¢em uzorku (Mahmoud et al., 2019), merenu
Bradford esejem.

3.9. Test senescencije

Za analizu senescencije NT2/A prve i Cetvrte nedelje sazrevanja sa utiSanom ekspresijom
miR-21 koriS¢en je Senescence PB-galactosidase Staining Kit (Cell Signaling Technology, SAD)
prema uputstvima proizvodaca. Test senescencije zasniva se na sposobnosti enzima B-galaktozidaze
povezane sa senescencijom (SA- B-gal) da katalizuje hidrolizu hromogenog supstrata X-gal-a (5-
bromo-4-hloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid) na pH=6, §to je praéeno pojavom zelenog produkta
u senescentnim ¢elijama. NT2/A ¢elije su zasejane u ploce sa 24 bunari¢a (1,7 x 10* ¢elija po
bunaric¢u). Transdukcija je sprovedena na NT2/A ¢elijama u prvoj i Cetvrtoj nedelji sazrevanja. Pet
dana nakon transdukcije anti-miR21 konstruktom ili praznim vektorom, ¢elije su obojene prema
uputstvu proizvodaca koristeéi odgovarajuci kit. Nakon toga, ¢elije su isprane 1 x PBS-om, fiksirane
sa 4% PFA 1 bojene 12 h na 37°C radi detekcije SA-B-gal koriste¢i X-gal. Sve ¢elije su slikane pod
istim uslovima pomoc¢u DM IL LED invertovanog mikroskopa. Intenzitet SA-B-gal bojenja
kvantifikovan je pomocu opcije Analyze (measure area) softvera ImageJ . Rezultati su dobijenti iz tri
nezavisna bioloska eksperimenta.

3.10. Izolacija totalne RNK

Totalna RNK izolovana je iz uzoraka pomocu TRIzol reagensa (engl. TRI reagent® Solution)
(Invitrogen, SAD) prema upustvu proizvodaca. Celije su isprane 1xPBS-om, odvojene od povrine
suda 1x ili 2x tripsinom (Gibco, ThermoFisher Scientific, SAD) i resuspendovane u kompletnom
medijumu. Celije su potom centrifugirane 5 min na 1200 rpm na sobnoj tempraturi (engl. room
temperature, RT), a nakon uklanjanja supernatanta talog je resuspendovan u 1ml 1xPBS-a. Celije su
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jo§ jednom centrifugirane Smin na 1200 rpm na RT, a nakon uklanjanja supernatanta talog je
resuspendovan u TRIzol reagensu (u talog ¢elija je dodata koli¢ina reagensa koja odgovora povrsini
suda u kome su ¢elije gajene; Iml za konfluentni sloj ¢elija iz petri Solje pre¢nika 10cm, 500ul za
konfluentni sloj ¢elija iz petri Solje pre¢nika 6 cm). Uzorci su zatim inkubirani 5 min na RT. U
homogenate je potom dodat hloroform (1/5 volumena koris¢enog TRIzol reagensa), komponente
smese su promesane na vorteksu i zatim inkubirane 5 min na RT. Smesa je centrifugirana 15 min na
12000 x g na +4 °C. Nakon centrifugiranja u tubi su se izdvojile tri faze: donja, organska faza, srednja
belicasta faza, i gornja, vodena faza sa RNK. Gornja, vodena faza, u kojoj se nalazila RNK, prebacena
je unove tube i RNK je precipitirana dodavanjem izopropanola (polovina dodatog volumena TRIzol
reagensa). Smesa je inkubirana 10 min na RT, a zatim centrifugirana 10 min na 12000x g na +4°C.
Nakon centrifugiranja na dnu tube je bio vidljiv belicast talog RNK. Uklonjen je supernatant, a talog
opran u 75% hladnom etanolu (iste zapremine kao koriS¢enog Trizol reagensa) i centrifugiran 5 min
na 7500 x g na +4°C. Posle odlivanja supernatanta, talog je osusen na RT i rastvoren u odgovarajucoj
koli¢ini ddH20 (10-40pl u zavisnosti od veli¢ine taloga). Da bi se RNK potpuno rastvorila u vodi,
uzorci su inkubirani 10 min u vodenom kupatilu na +60°C. Za odredivanje koncentracije izolovane
RNK koris¢en je Biospec-Nano spektrofotometar (Shimadzu, Japan). Kvalitet izolovane RNK
proveren je elektroforezom (80V, 45 min) u 1% agaroznom gelu (Serva, Nemacka), pripremljenim
koris¢enjem agaroze rastvorene u 1x TAE (Tris-acetat EDTA) (40mM Tris baza, 20mM Acetate,
2mM EDTA i ddH:20) puferu koji sadrzi 0,2 mg/ml etidijum bromida. Signal je vizuelizovan
koris¢enjem BioDoc Analyzer aparata (Biometra, Nemacka).

3.11. Oslobadanje totalne RNK od ostataka genomske DNK

Kako bi se izolovana RNK oslobodila tragova DNK koris¢en je DNA-firee™ DNA Removal
Kit (Invitrogen, SAD) po uputstvima proizvodaca. Uzorak koji je sadrzao 2.5 ng izolovane totalne
RNK tretiran je sa 2 U DNKaza I enzima i 0.1 volumenom 10x koncentrovanog DNKaza I pufera u
ukupnoj zapremini od 25 pl. Smesa je inkubirana u vodenom kupatilu na 37°C 30 min $to su optimalni
uslovi za aktivnost DNKaze I. Da bi dalja aktivnost DNKaze bila zaustavljena u reakcionu smesu
dotato je 2.5 ul DNKaza I inaktivacionog reagensa i smesa je inkubirana 2 min na RT uz povremeno
mesanje. Zatim su uzorci centrifugirani na 10000 x g u trajanju od 90 sek. Nakon centrifugiranja,
supernatant sa RNK oslobodenom od nukleaza, prebacen je u nove tube i ¢uvan na -80°C i koriS¢en
za sintezu cDNK.

3.12. Sinteza komplementarne DNK (cDNK)

Za reverznu transkripciju totalne RNK u reakciji lancane polimerizacije (engl. Polymerase
chain reaction, PCR) koriS¢en je High-Capacity cDNA Reverse Transcription®kit (, Applied
Biosystems, SAD) prema uputstvu proizvodaca. Za sintezu komplementarne DNK kao matrica
koriS¢en je lpg totalne RNK u ukupnoj zapremini od 20ul. Reakciona smesSa je pored RNK
sadrzavala i 2ul nasumicnih oligonukleotida, 1 pl MultiScribe™ reverzne transkriptaze (50 U/pl), 2
ul 10x RT pufera, 0,8 pl 100 mM dNTP miksa 1 vodu preciS¢enu od nukleaza do 20 ul. cDNK je
sintetisana u aparatu 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) prema slede¢em
temperaturnom profilu: (1) vezivanje oligonukleotida za RNK: 10 min na 25°C; (2) sinteza cDNK:
120 min na 37°C; (3) inaktivacija reverzne transkriptaze: 5 min na 85°C. Uzorci cDNK su ¢uvani na
-20 °C do koris¢enja.

3.13. Semi-kvanitativni RT-PCR

Kao matrica za semi-kvanitativni RT-PCR koriS¢ena je prethodno sintetisana cDNK. Za
umnozavanje DNK fragmenata koris¢en je KAPA 2G Fast HotStart Ready Mix (Kapa Biosystems,
SAD). Reakciona smeSa ukupne zapremine od 10 pl sastojala se od 50 ng cDNK, 5 ul 2x KAPA 2G
Fast HotStart Ready Mix-a, 0,5 pmol/ul odgovaraju¢eg F (engl. forward - F) oligonukleotida, 0,5
pmol/ul odgovarajuéeg R (engl. reverse - R) oligonukleotida i ddH20 do 10 pl. U reakcijama
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semikvantitativnog RT-PCR-a kori$¢eni su oligonukleotidi specifi¢ni za gene OCT4 (OCT4 F 1 OCT4
R), NEURODI (NeuroDl F i NeuroDl R), GAPDH (GAPDH F, GAPDH R) (sekvence
oligonukleotida su prikazane u Tabeli 5). Ekspresija gena GAPDH koris¢ena je za normalizaciju
koli¢ine matrice koriS¢ene u reakcijama semi-kvantitativnog RT-PCR-a. Uslovi koji su koris¢eni za
odvijanje PCR reakcije: (1) inicijalna denaturacija: 3 min na 95°C; (2) 30 ciklusa umnozavanja: a)
denaturacija 15 sec na 95°C, b) aniling 15 sec na 60°C, c¢) elongacija 15 sec na 72°C; (3) finalna
elongacija: 1 min na 72°C.

PCR reakcija radena je u 2720 Thermal Cycler aparatu. Dobijeni PCR produkti provereni su
elektroforezom u 2% agaroznom gelu pripremljenom koris¢enjem 1x TAE pufera sa 0,2mg/ml
etidijum bormida, na 80V, 45 min, a signal je vizuelizovan koriS¢enjem BioDoc Analyzer aparata
(Biometra, Nemacka).

3.14. Kvantitativni PCR u realnom vremenu (QRT-PCR)

qRT-PCR je metoda koja omogucava umnozavanje molekula DNK od interesa uz
istovremenu relativau kvantifikaciju njegove koli¢ine. Za qRT-PCR reakcije koriS¢en je Power
SYBR™ Green PCR master mix (Applied Byosistems, SAD) prema upustvima proizvodaca. Za qRT-
PCR reakcije koris¢eni su PCR aparati: 7500 Real-Time PCR Systems (Applied Byosistems, MA,
SAD) i CFX Opus Real-Time PCR Systems (Biorad, SAD). Pored SYBR™ Green PCR master mix-
a, u reakcionu smesSu ubaceno je 0,5 pmol/ul odgovarajuceg F (engl. forward - F) oligonukleotida,
0,5 pmol/ul odgovarajué¢eg R (engl. reverse - R) oligonukleotida (Tabela 5), 1 ul odgovaraju¢e cDNK
matrice (50 ng) i ddH20 do 10 pl. Ekspresija gena GAPDH koriS¢ena je za normalizaciju koli¢ine
matrice koriS¢ene u RT-qPCR reakcijama prema slede¢em protokolu: (1) inicijalna denaturacija: 10
min na 95°C; (2) 40 ciklusa umnozavanja: a) denaturacija-15 sec na 95°C, b) aniling i elongacija-1
min na 60°C.

Svaka reakcija radena je u triplikatu i za svaki uzorak izracunata je srednja vrednost. Pomocu
komparativnog algoritma za kvantifikaciju odreden je relativni nivo ekspresije analiziranih gena. Ova
metoda se zasniva na primeni formule 2722 koja omoguéava izradunavanje stepena promene
ekspresije ciljnog gena izmedu ispitivanih uzoraka. Vrednost AACt predstavlja razliku izmedu ACt
vrednosti ispitivanog uzorka i ACt vrednosti kontrolnog uzorka. ACt se odreduje kao razlika izmedu
Ct vrednosti gena od interesa i Ct vrednosti unutrasnje kontrole (GAPDH), ¢iji bi nivo trebalo da
ostane isti u svim ispitivanim uzorcima. Relativna ekspresija ispitivanih gena prikazana je u
poredenju sa ekspresijom u kontrolnim ¢elijama ili ¢elijama transdukovanim praznim vektorom,
kojima je dodeljena vrednost 1.

Tabela 5. Sekvence oligonukleotida koriS¢enih u eksperimentima semi-kvantitativnog PCR-a i PCR-a u
realnom vremenu (RT-qPCR).

Naziv Sekvenca

OCT4 F 5'-GCTTTGAGGCTCTGCAGCTT-3’
OCT4 R 5'-TCTCCAGGTTGCCTCTCACT-3'
NEURODI1 F 5'-GGAAACGAACCCACTGTGCT-3'
NEURODI1 R 5'-GCCACACCAAATTCGTGGTG-3'
SOX2 F 5’-CCCCTGGCATGGCTCTTGGC-3’
SOX2 R 5'-TCGGCGCCGGGGAGATACAT-3'
SOX9 F 5'-CTTCTGAACGAGAGCGAGA-3’
SOX9 R 5" CTGCCCGTTCTTCACCGACTTC-3'
APCDDI1 F 5'-AAGGAGTCACAGTGCCATCA-3’
APCDDI1 R 5'-GCCTGACCTTACTTCACAGCC-3’
NFIA F 5'-TAATCCAGGGCTCTGTGTCC-3'
NFIA R 5'-CCTGCAGCTATTGGTGTCTG-3’
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ZCCHC24 F

5’-CTCCTCCGAACTACCTGTGC-3’

ZCCHC24 R 5’-GTTGATGTGGCACTTGATGC-3°
SLCI1A3 F 5'-GGTTGCTGCAAGCACTCATCAC-3'
SLCIA3 R 5'-CACGCCATTGTTCTCTTCCAGG-3’
SLCIA2 F 5’-GACAGTCATCTTGGCTCAGA-3’
SLCIA2 R 5’-AATCCACCATCAGCTTGGCC-3’

p21Wafl/Cipl F

5'-GCCTCAAGATCATCAGCAATGC-3'

p21Wafl/Cipl R

5'-CCACGATACCAAAGTTGTCATGG-3'

TP53 F

5'-GACACCACTGGAGGGTGACT-3'

TP53 R 5'-CAGGTCCACATGGTCTTCCT-3'
GAPDH F 5'-GCCTCAAGATCATCAGCAATGC-3'
GAPDHR 5'-CCACGATACCAAAGTTGTCATGG-3'

3.15. Sinteza ¢cDNK Kkori$éenjem Tagman™ MicroRNA Assay

Za sintezu cDNK koriS¢ene za analizu ekspresije miR-21 koris¢en je TagMan® MicroRNA
esej (ID testa 000397, Applied Biosystems, SAD), a za sintezu RNU44 (engl. small nucleolar RNA
C/D box 44) koris¢en je TagMan® MicroRNA esej (ID testa 001094, Applied Biosystems, SAD),
prema uputstvu proizvodaca. Reakciona smesa sadrzala je 1,5ul 10x RT pufera za reverznu
transkriptazu, 0,7 pl enzima reverzne transkriptaze (MultiScribe™, Applied Biosystems, SAD) 50
U/ul, 0,19 ul RNKaznog inhibitora, 0,15 pul 100nm dNTP miksa, 5 x specifi¢nog oligonukleotida po
tipu ukosnice (engl. stem-loop) za ciljano umnoZzavanje i ddH20 do 15 pl. Kao matrica koris¢eno je
3 pl molekula RNK koncentracije 20 ng/ul. Reakcija sinteze izvedena je u PCR aparatu prema
programu: (1) vezivanje oligonukleotida za RNK: 30 min na 16°C; (2) sinteza cDNK: 30 min na
42°C; (3) inaktivacija reverzne transkriptaze: 5 min na 85°C.

3.16. RT-qPCR koriS¢enjem Tagman proba

Za analizu ekspresije miR-21 radena je reakcija qPCR-a koriS¢enjem TagMan® Universal
PCR Master Mix-a (Applied biosystems, SAD) u ukupnoj zapremini od 10 pl, u aparatu 7500 Real-
Time PCR Systems. Reakciona smeSa sadrzala je 1 0,5 pl specificnih fluorescentno obelezenih
oligonukleotida (20 x) (TagMan® microRNA esej, ID testa 000397), 2,5ul ddH20, a kao matrica je
koris¢eno 2ul cDNK prethodno sintetisane koris¢enjem Tagman microRNA eseja. Svaka reakcija
radena je u triplikatu 1 za svaki uzorak je izraCunata srednja vrednost. Ekspresija RNU44 (ID testa
001094, Applied Biosystems, SAD) kori$¢ena je za normalizaciju koli¢ine matrice koris¢ene u RT-
gPCR reakcijama. Reakcija je izvedena prema sledec¢em protokolu: (1) aktivacija Tagman
polimeraze: 10 min na 95°C; (2) 40 ciklusa umnozavanja: a) denaturacija-15 sec na 95°C, b) aniling
1 elongacija -1 min na 60°C.

Relativna ekspresija miR-21 procenjena je metodom AACt i normalizovana u odnosu na
RNU44. Relativna ekspresija miR-21 prikazana je kao procenat u odnosu na ekspresiju u kontrolnim
¢elijama ili u ¢elijama transdukovanim praznim vektorom, kojima je dodeljena vrednost 1.

3.17. I1zolacija ukupnih proteina

U cilju analize ekspresije proteina izolovani su ukupni proteini iz NT2/D1 ¢elija, kao 1 NT2/A
razlicitih faza sazrevanja. Proteini su izolovani prema prethodno objavljenom protokolu (Xu et al.,
2003.). U prvom koraku, ¢elije se odvojene od podloge koristec¢i 1x Tripsin, zatim je dodat kompletan
medijum radi inaktivacije Tripsina. Celije su centrifugirane 5 min na 1200 rpm, a talog ¢elija je zatim
ispiran 2 puta u 1x PBS-u i ¢uvan na -80°C do kori$¢enja. Talog ¢elija je resuspendovan u puferu za
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lizu sledeceg sastava: 1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA pH 8
1 ddH20 (Tabela 3) i koktel inhibitora proteaza (1pg/pl aprotinin, 1pug/ul leupeptin 1 1pg/pl pepstatin
A) (Roche diagnostics, Svajcarska). Celije su lizirane inkubiranjem 15 min na +4°C uz rotiranje, a
zatim su uzorci centrifugirani u na 14000 rpm, 15 min na +4°C. Supernatant, u kome se nalaze ukupni
proteini ¢elija, prebacen je u nove tube i ¢uvan na - 80°C do upotrebe.

3.18. Imunoloska detekcija proteina (Western blot)

Koncentracija ukupnih proteina odredena je Bradfordovom metodom koris¢enjem BioRad
Protein Assay Dye (Serva, Nemacka) prema uputstvu proizvodjaca. Standardi za merenje
koncentracije dobijeni su rastvaranjem BSA u koncentracijama od 1 do 20 pg/ml. Uzorci su
pripremljeni rastvaranjem 1 pl ukupnog ¢elijskog lizata u 799 pl ddH20 u koji je zatim dodato 200
ul “BioRad Protein Assay Dye” reagensa. Apsorbancija je merena na spektrofotometru (Ultrospec
3300 Pro, Amersham Biosciences, UK) na talasnoj duzini od 595 nm i na osnovu standardne krive
odredena je koncentracija proteina u analiziranim uzorcima. Uzorci proteina su denaturisani
rastvaranjem u puferu za nanosenje (engl. loading buffer) sastavljenog od slede¢ih komponenti: 60
mM Tris-HCI pH 6,8, 10% glicerol, 2% SDS, 5% B-merkaptoetanol, 0,01% bromfenol plavo (Tabela
3) i inkubacijom 5 min na 95°C. Nakon denaturacije, uzorci (30ug ukupnih proteina i proteinski
standard (MWPO06, Nippon GENETICS EUROPE, Nemacka) nanoSeni su na prethodno pripremljeni
5% gel za koncentrovanje u ¢iji sastav ulaze: 5% akrilamid, 0,125M Tris-HCI pH 6,8, 1% SDS, 0,01%
APS, 0,001% TEMED i ddH20O. Uzorci su potom razdvajani na 12% gelu za razdvajanje koji su
Cinile slede¢e komponente: 12% akrilamida, 0,375M Tris-HCI pH 8,8, 1% SDS-a, 0,01% APS-a,
0,001% TEMED-a i ddH20. Uzorci su elektroforetski razdvajani na BioRad Protein Mini sistemu
(BioRad, SAD) u TANK puferu koji sadrzi: 28,75 mM Tris, 0,19 M glicin, 0,1% SDS. Uslovi pod
kojima se odvijala elektroforeza su: 80 V dok uzorci putuju kroz gel za koncentrovanje i 150 V dok
uzorci putuju kroz gel za razdvajanje. Nakon razdvajanja proteina po veli¢ini na gelu, usledilo je
prenoSenje proteina sa gela na nose¢e membrane od polivinilfluorida sa porama prec¢nika 0,2 pm
(Immobilion™ PDVF membrane, Millipore, SAD). Membrana je aktivirana inkubacijom u metanolu
u trajanju od 5 min. KoriS¢en je polusuvi sistem elektrotransfera na aparatu Whatman Biometra®
Fastblot (Biometra, Nemacka) u uslovima konstantne ja¢ine stuje od 2 mA/cm2 membrane u trajanju
od 45 min. Za elektrotransfer proteina na membranu koriS¢eni su slede¢i puferski sistemi, prema
uputstvu proizvodaca (Biometra, Nemacka): anodni pufer I (300 mM Tris-HCI pH 10,4, 20%
methanol 1 ddH20), anodni pufer II (25 mM Tris-HCI pH 10,4, 20% methanol i ddH20) i katodni
pufer (25 mM Tris-HCI pH 9,5, 20% metanol, 0,3% glicin i ddH20) (Tabela 3). Nakon zavrSenog
transfera za vizuelizaciju proteina koriSc¢en je rastvor Ponceau S boje (0,1% Ponceau S, 5% siréetna
kiselina). Membrana je odbojena inkubacijom u metanolu 3 min uz mesanje. Po zavrSenom transferu,
membrane su blokirane u 5% rastvoru obranog mleka (Santa Cruz, TX, SAD) rastvorenog u TBST-
u (engl. Tris Buffered Saline with Tween 20), u ¢iji sastav ulaze: 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM
NaCl 1 0,05% Tween20 (Tabela 3) na RT u trajanju od 60 min. Nakon blokiranja, membrana je
inkubirana sa primarnim antitelom rastvorenim u 5%BSA/TBST preko no¢i na +4C. Primarna
antitela i koriS¢ena razblazenja prikazani su u Tabeli 6. Nakon inkubacije sa primarnim antitelom,
viSak nevezanog antitela uklonjen je sa membrane kroz 3 ispiranja od po 10 min i 2 ispiranja od 5
min u IXTBST puferu, a zatim su membrane inkubirane u sekundarnim antitelima rastvorenim u 5%
rastvoru obranog mleka rastvorenog u TBST-u, 1h na RT. Sekundarna antitela i njihova razblazenja
prikazana su u Tabeli 7. Membrane su potom ispirane nai 3 x 10 min i 2 x 5 min u IXTBST puferu
da bi se uklonio viSak nevezanog antitela i signal je vizualizovan inkubacijom membrane u
peroksidaznom supstratu ECL (Immobilion supstrat, Millipore, SAD) po uputstvu proizvodaca.
Hemiluminescentni signal je detektovan u mrac¢noj sobi na radiografskom filmu (engl. Kodak Medical
X Ray film) ili na Biorad ChemiDoc Imaging sistemu (Biorad, SAD). Eksperimenti su uradeni u
triplikatu, a analiza blotova je uradena koris¢enjem Gel Analyzer opcije u ImageJ softveru.
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Tabela 6. Primarna antitela koriS¢ena u Western blot (WB), imunohistohemijiskim (IHH) i
imunocitohemijskim (ICH) eksperimentima

Primarno antitelo Proizvodac Kataloski broj | RazblaZenje
zecje anti-SOX2 Active Motif, SAD | 39823 1:3000 WB
1:100 ICH
1:100 IHH
ze€je anti-SOX9 Merck, SAD ab5535 1:500 WB
1:100 ICH
1:100 IHH
zecje anti-GFAP Dako, Nemacka 70334 1:1000 WB
1:200 ICH
misje anti-GFAP ucC Davis/NIH | 73-240 1:200 IHH
NeuroMab Facility,
SAD
mi§je anti-vimentin Santa Cruz | sc-6260 1:300 ICH
Biotechnology, 1:1000 WB
Nemacka
mis$je anti-vimentin Dako, Nemacka MO0725 1:300 IHH
zecje anti-Ki67 Abcam, SAD ab15580 1:300 ICH
misje anti-GAPDH Novus Biologicals, | NBP2- 1:15.000 WB
SAD 27103SS
misje anti-MAP2 Abcam, SAD abl11267 1:500 ICH
zecje anti-S100B Sigma-Aldrich, S2644 1:100 ICH
SAD
misje anti-tubulin Abcam, SAD ab56676 1:100.000 WB

Tabela 7. Sekundarna antitela koriS¢ena u Western blot (WB), imunohistohemijiskim (IHH) 1
imunocitohemijskim (ICH) eksperimentima.

Sekundarno antitelo Proizvodac Kataloski broj Razblazenje
magarece anti-zeCje | ThermoFisher Scientific, | A16023 1:10.000
antitelo konjugovano sa | SAD WB
peroksidazom rena

magarece anti-misje | Active Motif, SAD 15014 1:10.000
antitelo konjugovano sa WB
peroksidazom rena

magare¢e anti-miSje 1gG | Invitrogen, SAD A-21202 1:250 ICC
(H+L) Alexa Fluor 488

magareée anti-zeCje IgG | Invitrogen, SAD A-21428 1:250 IHC
(H+L) Alexa Fluor 555

kozje anti-zeCije IgG | Invitrogen, SAD A-11034 1:500 ICC
(H+L) Alexa Fluor 488

kozje anti-misje  IgG | Invitrogen, SAD A-11030 1:500 ICC
(H+L) Alexa Fluor 546

Biotinilizovano kozje anti- | Vector Laboratories, SAD | BA-1000 1:500 ICC
zecje IgG (H+L)

streptavidin ~ DyLight® | Vector Laboratories, SAD | SA-5488 1:500 ICC
488
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3.19. Imunofluorescencija

3.19.1. Priprema Zivotinjskog tkiva i imunohistohemijska analiza

Desetog dana nakon povrede, Zivotinje iz obe grupe (ASK i kontrolna grupa) su zrtvovane.
Mozgovi su izolovani i fiksirani u 4% PFA na 4 °C tokom no¢i, zatim su kriozasti¢eni inkubacijom
u rastvorima saharoze razlicitih koncentracija: 10%, 20% 1 30% u 0,2 M fosfatnom puferu (0,16 M
Na:HPOs4, 0,04 M NaH2PO4 i ddH20; pH 7,4; Tabela 3) i zamrznuti u izopentanu prethodno
ohladenom na —80 °C. Koronarni preseci mozga, debljine 25 pum, iseceni su na kriostatu, (Leica
Instruments, Nemacka) postavljeni na staklene mikroskopske plo€ice, osuseni na RT i ¢uvani na —20
°C. Ovaj krioprezervirani histoloSki materijal iz prethodnog rada (Jeremic et al., 2023), koriS¢en je
za ex vivo analizu ekspresije SOX2 1 SOX9 prikazane u ovom radu. Pre imunohistohemijskog bojenja,
plocice su drzane na RT 30 min. Za oslobadanje antigena preseci su zagrevani u citratnom puferu u
¢iji sastav ulaze: 10 mM tri-Natrijum citrat dihidrat, 0,05% Tween 20 i ddH2O (Tabela 3), pH 6, 4
min na 75 °C. Nakon dva ispiranja od po 5 min u 0,01 M PBS-u, usledilo je blokiranje nespecificnog
vezivanja u 5% normalnom kozjem serumu (NGS), rastvorenom u PBT (0.1% Triton X-100 u PBS-
u), 60 min na RT. Preseci su zatim inkubirani sa primarnim antitelima rastvorenim u 1%BSA/0,1%
Triton X-100/PBS, u vlaznoj komori na +4 °C tokom no¢i (Tabela 6). Preseci su potom isprani tri
puta u PBS-u i inkubirani 2h na RT u odgovaraju¢im sekundarnih antitelima rastvorenim u PBS-u
(Tabela 7). Da bi se obelezila jedra ¢elija, uzorci su inkubirani sa 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI,
1:2000, Sigma-Aldrich, SAD) 20 min na RT. Nakon poslednjeg ispiranja u PBS-u, plocice su
fiksirane sa Mowiol (Sigma-Aldrich, SAD) medijumom. Za testiranje specificnosti bojenja, koris¢eni
su preseci mozga inkubirani bez primarnih antitela. Mikrografije su snimane koris¢enjem Carl Zeiss
AxioVision mikroskopa (Zeiss, Nemacka) na uvecanjima od 10x i 40x.

3.19.2. Imunocitohemija

NT2/N 1 NT2/A prve i Cetvrte nedelje sazrevanja zasadeni su na okugla pokrovna stakla
precnika 12mm i/ili 18mm (Citotest scientific Co., Kina) oblozena Geltrexom (Gibco, ThermoFisher
Scientific, SAD). Celije su fiksirane 4% PFA u PBS-u, 20 min na RT i nakon toga isprane 1x PBS-
om 3 x 10 min. Celije su permeabilizovane 0,2% triton X-100 u PBS-u, 20 min na RT. Zatim je
usledilo blokiranje nespecificnih mesta vezivanja sa 1% BSA/5% NGS u PBS-u, 60 min na RT.
Nakon blokiranja, ¢elije su inkubirane sa primarnim antitelom rastvorenim u 1% BSA rastvorenim u
0.1% PBT, preko no¢i na +4°C. Nakon toga usledila su 3 ispiranja po 5 min u 0,1% PBT-u. Celije su
zatim inkubirane sa sekundarnim antitelom rastvorenim u 1% BSA/ 0.1% PBT, 60 min na RT u
mraku. Usledila su 3 ispiranja od po 5 min u 0.1% PBT-u i jedno ispiranje od 5 min u PBS-u. U cilju
obelezavanja jedara, ¢elije su potom inkubirane sa fluorescentnom bojom DAPI, razblazenom 1:2000
u PBS-u, 10 min na RT u mraku. Pokrovno stakalce je fiksirano na mikroskopske plocice koris¢enjem
smeSe za montiranje (Mowiol). U slu¢aju imunofluorescentnog bojenja sa ze¢jim anti-GFAP
antitelom 1 mi§jim anti-SOX2 antitelom, nakon ispiranja sa PBS-om, radi bolje detekcije antigena,
¢elije su podvrgnute oslobadanju antigena u citratnom puferu pH 6,0, na 75 °C tokom 4 min. Nakon
hladenja, ¢elije su isprane PBS-om, blokirane sa 5% BSA/5% NGS/PBT 60 min na RT, i inkubirane
sa odgovaraju¢im primarnim antitelima razblazenim u 1%BSA/PBT preko no¢i na 4 °C (Tabela 6).
U slucaju imunofluorescentnog bojenja SOX2 i SOX9 nakon inkubacije sa primarnim antitelom
uradena su tri dodatna koraka u cilju amplifikacije signala: 1) Inkubacija sa sekundarnim anti-ze¢jim
antitelom obelezenim biotinom rastvorenom u 1%BSA/PBS-u, 60 min na RT; 2) 2 ispiranja po 5
min u 0,1% PBT-u i jedno ispiranje od 5 min u PBS-u; 3) Inkubacija sa streptavidinom koji je
fluorescentno obelezen, rastvorenom u 1% BSA/PBT, 60 min na RT. Aktinski filament obelezeni su
inkubiranjem ¢elija 60 min u Phalloidin-iFluor 594 reagensu (Abcam, SAD), razblazenom 1:3000 u
1% BSA/PBT. Preparati ¢elija analizirani su pomocu fluorescentnog mikroskopa Olympus BX51 1
odgovarajuceg softvera Cytovision 3.1 (Applied Imaging Corporation, SAD).
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3.20. In silico analiza miR-21 ciljnih gena

Za predvidjanje ciljnih gena miR-21 koriS¢eni su softveri dostupni na internetu: TargetScan
Human Release 7.2 (http://www.targetscan.org/vert 72/) (Agarwal et al., 2015); DIANA TarBase 8
(https://carolina.imis.athenainnovation.gr/diana_tools/web/index.php?r=tarbasev8%?2Findex)
(Karagkouni et al., 2018) 1 MirDB (http://mirdb.org/) (Liu & Wang, 2019), koji poseduju baze sa
potencijalnim ciljnim genima razli¢itih miRNK. Predvideni ili verifikovani ciljni geni miR-21,
dobijeni pomocu ovih softvera, preklopljeni su sa genima cija je ekspresija povecana u astrocitima
tokom senescencije izazvane zracenjem, objavljenim u radu Limbada i saradnika (Limbad et al.,
2020).

3.21. Statisticka analiza

Kako bi se procenio proliferativni kapacitet NT2/A u razli¢itim uzorcima, analiziran je broj
Ki67+ 1 Ki67- ¢elije pomocu fluorescentnog mikroskopa Olympus BX51 i odgovarajuceg softvera
Cytovision 3.1. Brojanje je vrSeno ru¢no u definisanim vidnim poljima pri uveli¢anju 60x, kako bi
se jasno uocila Ki67+ jedra. Za svaki uzorak u analizu je uklju¢eno najmanje 100 jedara. Na kraju je
izracunat procenat Ki67+ jedara u odnosu na ukupan broj jedara.

S obzirom na to da su podaci zadovoljavali kriterijume normalne raspodele i homogenosti
varijanse, za analizu je koriS¢en Studentov t-test u SPSS statistickom softveru v20. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost =+ SEM (engl. standard error mean) iz najmanje tri nezavisna
eksperimenta, dok su p-vrednosti izraCunate primenom Studentovog t-testa. StatistiCka znacajnost je
oznacena kao * p < 0,05, ** p<0,01 1 *** p<0,001.
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4. Rezultati

4.1. Karakterizacija celija dobijenih in vitro neuralnom
diferencijacijom humanih pluripotentnih embrionalnih karcinomskih
NT2/D1 Eelija

NT2/D1 ¢éelije su diferencirane koris¢enjem RK po prethodno opisanom protokolu (Pleasure
et al., 1992; Sandhu et al., 2002). Tokom diferencijacije pracene su morfoloske karakteristike celija
(Slika 9A) 1 ispitivana je ekspresija specificnih markera (Slika 9B, C). Nediferencirane NT2/D1 ¢elije
karakteriSe sitno celijsko telo i odsustvo nastavaka (Slika 9A) kao i ekspresija markera
pluripotentnosti OCT4 (Slika 9B). Nakon cetiri nedelje tretmana RK, ¢elije formiraju gustu viSeslojnu
kulturu sa okruglim grupacijama c¢elija koje rastu na povrsini gustog sloja adhezivnih ¢elija (Slika
9A, +RK). Ovu viSeslojnu kulturu ¢elija ¢ine meSane populacije neuronalnih i glijskih progenitora
(Pleasure et al., 1992; Sandhu et al., 2002) $to pokazuje i visok nivo ekspresije markera neuronalnih
progenitora- NEURODI (Slika 9B). Daljom diferencijacijom od neuronalnih progenitora formiraju
se NT2/N, a od glijskih progenitora nastaju NT2/A (Slika 9A 1 C) koji se iz ovih viSeslojnih kultura
¢elija izoluju mehanickim razdvajanjem prema prethodno uspostavljenim protokolima (Pleasure et
al., 1992; Sandhu et al., 2002).

NT2/D1

B c NT2/N NT2/A_IN
GFAP

= OCT4
o B e s e GAPDH

— = NEUROD1
M S S S — GAPDH

Slika 9. Karakterizacija humanih pluripotentnih embrionalnih karcinomskih NT2/D1 ¢elija tokom neuralne
diferencijacije. (A) Fazno-kontrastne mikrografije prikazuju morfoloske promene koje se deSavaju tokom RK-
indukovane neuralne diferencijacije NT2/D1 ¢elija. Uvelicanje 10x. Skala-100pm. (B) Semikvantitativna RT-PCR
analiza ekspresije gena OCT4 i NEURODI. GAPDH je koris¢en kao kontrola ujednacenosti nanosenja uzoraka. (C)
Imunofluorescentno obelezavanje NT2/N anti-MAP2 antitelom (crveni signal) i NT2/A anti-GFAP antitelom (zeleni
signal). Jedra ¢elija su obelezena DAPI-jem (plavi signal). Region uokviren na slici (C) je uve¢an u (C'). Skala: (C) -100
pm; (C’)- 25 pm. NT2/D1 - nediferencirane ¢elije; +RK - NT2/D1 ¢elije nakon Cetiri nedelje RK tretmana; NT2/N - zreli
neuroni; NT2/A_1N - astrociti 1. nedelje sazrevanja.

Fenotip neurona odnosno astrocita fenotip potvrden je analizom morfoloskih karakteristika i
imunofluorescentnim obeleZavanjem specificnih citoskeletnih markera. NT2/N odlikuje malo
¢elijsko telo sa dugackim nastavcima koji formiraju mrezu (Slika 9A, NT2/N). Ove ¢elije pokazuju
visok nivo ekspresije citoskeletnog proteina MAP2 eksprimiranog u ¢elijskom telu i neuronskim
nastavcima (Slika 9C, NT2/N). Astrociti ranih faza sazrevanja (NT2/A 1. nedelja, NT2/A 1N) se
odlikuju zvezdastom morfologijom sa velikim brojem razgranatih nastavaka (Slika 9A) 1 ekspresijom
intermedijarnog filamenta GFAP (Slika 9C).
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4.2. Karakterizacija NT2/A tokom sazrevanja

Nakon izolovanja iz viSeslojnih ¢elijskih kultura, prema prethodno objavljenom protokolu
(Sandhu et al., 2002) NT2/A gajeni su in vitro jo$ 5 nedelja u medijumu bez RK. Sazrevanje NT2/A
praceno je na osnovu promena u morfologiji, ekspresije specifi¢nih astrocitnih markera i promene
proliferativnog kapaciteta (Slika 10). Studija Sandhu i saradnika astrocite kasnih faza sazrevanja (4.
nedelja- NT2/A 4N i kasnije nedelje) karakteriSe kao ,utiSane* ili zrele (engl. quiescent), dok
proliferativne astrocite ranih faza sazrevanja (1. nedelja- NT2/A 1N) definiSe kao nezrele (engl.
immature) astrocite (Sandhu et al., 2002). Ista nomenklatura je primenjena i u ovoj tezi.
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Slika 10. Karakterizacija NT2/A tokom sazrevanja in vitro. (A) Gornji panel prikazuje reprezentativne fazno-
kontrastne mikrografije NT2/A rane i kasne faze sazrevanja (NT2/A_IN i NT2/A_4N). Mikrografije su snimljene pod
uvecanjem od 10x. Skala 100 um. Donji panel prikazuje reprezentativne mikrografije imunofluorescentno obelezenih
NT2/A_IN i NT2/A_4N anti-GFAP antitelom (zeleni signal). Celijska jedra su obelezena DAPI-jem (plavi signal).
Mikrografije su snimljene pod uveéanjem od 20x. Skala-50um. (B) Reprezentativne mikrografije NT2/A
imunofluorescentno obeleZenih antitelima na vimentin (crveni signal) i S100B (zeleni signal). Celijska jedra su obeleZena
DAPI-jem (plavi signal). Mikrografije su snimljene pod uvecanjem od 20x. Skala-50uM. (C) Reprezentativni primeri
Western blot membrana prikazuju ekspresiju GFAP-a od 1. do 4. nedelje sazrevanja astrocita in vitro (NT2/A_1IN, 2N,
_ 3N, 4N). Ocekivana traka na 50kDa je dominantna tokom prve tri nedelje sazrevanja, a u ¢etvrtoj nedelji dominiraju
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izoforme manjih molekulskih tezina. GAPDH je koris¢en kao kontrola ujednacenosti nanoSenja uzoraka. (D)
Imunofluorescentno obelezavanje NT2/A 1N i NT2/A_4N markerom proliferacije Ki67 (zeleni signal). Uokviren region
na slici (D) je uveéan i naznac¢en kao D’. Mikrografije su snimljene pod —uvecanjem 20x. Skala (D)- 50pum; (D’)- 25 pum.
(E) Statisticka analiza Ki-67+ jedara u kulturama NT2/A_IN i NT2/A_4N. Procenat Ki-67+ jedara je izra¢unat u odnosu
na ukupan broj jedara obelezenih DAPI-jem (najmanje 100). Podaci predstavljaju srednje vrednosti £ SEM (n = 3), p-
vrednosti su izracunate koris¢enjem Studentovog t-testa, *** p <0,001. IN- 1. nedelja sazrevanja NT2/A; 2N- 2. nedelja
sazrevanja NT2/A; 3N- 3. Nedelja sazrevanja NT2/A; 4N- 4. nedelja sazrevanja NT2/A.

Tokom prve dve nedelje sazrevanja, u kulturi NT2/A dominiraju astrociti fibrozne morfologije, a
znaCajno manje su zastupljeni astrociti protoplazmati¢ne morfologije (Slika 10A). Dok astrocite
fibrozne morfologije odlikuje izduzeno telo 1 dugi razgranati nastavci (Slika 10A, NT2/A_1IN), za
astrocite protoplazmati¢ne morfologije karakteristicno je pljosnato telo sa malim brojem kratkih
nastavaka (Slika 10A, NT2/A_4N). Nakon druge nedelje, astrociti fibrozne morfologije postepeno
iS¢ezavaju iz kulture 1 u 4. nedelji sazrevanja se mogu uociti samo astrociti protoplazmati¢ne
morfologije (Slika 10A). Astrocitni fenotip potvrden je imunofluorescentnim obeleZavanjem
specificnih markera astrocita: GFAP-a, vimentina i S100B (Slika 10A,B). Analiza ekspresije GFAP-
a metodom Western blot pokazala je da je izoforma molekulske tezine od 50kD dominantno
eksprimirana tokom prve tri nedelje sazrevanja NT2/A, dok izoforme manjih molekulskih masa
dominiraju u cetvrtoj nedelji sazrevanja NT2/A (Slika 10C). Sli¢no, imunofluorescentno
obelezavanje GFAP-a u NT2/A pokazalo je da se intenzitet signala i obrazac ekspresije ovog
citoskeletnog proteina znacajno razlikuje izmedu prve i Cetvrte nedelje sazrevanja (Slika 10A).
Imunofluorescentno obelezavanje antitelom specificnim za GFAP je, jasno i intenzivno, obeleZzilo
¢elijske nastavke NT2/A 1N, dok je u NT2/A 4N signal bio slabiji i difuzniji i mogao se uociti i u
¢elijskim nastavcima i u jedru (Slika 10A). Imunofluorescentnim obelezavanjem astrocitnih markera
vimentina 1 S100B pokazana je njihova ekspresija u nastavcima NT2/A obe faze sazrevanja (Slika
10B) pri ¢emu je intenzivniji signal bio prisutan u NT2/A_1N. Postepeno smanjenje proteinske
ekspresije vimentina tokom cetiri nedelje sazrevanja NT2/A in vitro pokazano je 1 Western blot
metodom (Slika 10C). Proliferativni kapacitet NT2/A tokom sazrevanja ispra¢en je analizom
ekspresije Ki67, jedarnog proteina koji obelezava jedra ¢elija u proliferaciji (Slika 10D). Rezultati
ove analize pokazali su da se procenat Ki67-pozivitnih jedara (Ki67+) u odnosu na ukupan broj jedara
znacajno smanjio tokom sazrevanja astrocita (Slika 10D). U NT2/A_1IN bilo je prisutno 66% Ki67+
jedara, dok se u NT2/A 4N taj procenat smanjio na 29% (Slika 10E).

4.3. Promena ekspresije SOX2 i SOX9 tokom sazrevanja NT2/A

Imajuéi u vidu da proteini SOX2 i SOX9 ostvaruju vazne uloge u astrocitnim prekursorima tokom
gliogeneze, bilo je bitno ispitati njithovu ekspresiju tokom sazrevanja NT2/A in vitro. Nivo ekspresije
SOX2 1 SOX9 analiziran je u nediferenciranim NT2/D1 ¢elijjama i u astrocitima razli¢itih faza
sazrevanja, od momenta njihovog odvajanja od NT2/N (NT2/A neposredno nakon izolacije,
NT2/A_0) do 5. nedelje sazrevanja kada se njihov proliferativni kapacitet znacajno smanjuje i ulaze
u zrelo, utiSano stanje (Sandhu et al., 2002) (Slika 11A). Postepeno smanjenje proteinske ekspresije
SOX21SOX9 uNT2/A u fazama od NT2/A_0 do NT2/A_ 5N detektovano je Western blot metodom
(Slika 11A). Najvisi nivo ekspresije SOX2 uocen je u NT2/D1 €elijama, kao 1 u astrocitima ranih faza
sazrevanja (Slika 11A), koje, kao §to je pokazano u prethodnom rezultatu (Slika 10D) odlikuje visok
proliferativni kapacitet. Sa druge strane, nivo ekspresije SOX9 bio je visi u astrocitima naposredno
nakon izolacije (NT2/A_0), u odnosu na nediferencirane NT2/D1 ¢elije (Slika 11A). Obrazac
postepenog smanjenja ekspresije SOX2 1 SOX9 potvrden je i na nivou iRNK (Slika 11B). Kako bi se
ispitala korelacija izmedu promena nivoa ekspresije SOX2 1 SOX9 i prethodno uoc¢enih promena u
morfologiji NT2/A tokom sazrevanja, primenjeno je dvostruko imunofluorescentno obelezavanje
antitelima koja se specificno vezuju za intermedijerne proteine astrocita GFAP 1 vimentin i SOX2 1
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Slika 11. Analiza ekspresije SOX2 i SOX9 tokom sazrevanja NT2/A u kulturi. (A) Reprezentativni primeri Western
blot membrana prikazuju nivo ekspresije SOX2 i SOX9 proteina u NT2/D1 i razli¢itim fazama sazrevanja NT2/A, od
momenta kad su odvojeni od NT2-neurona (NT2/A_0) do 5. nedelje sazrevanja (NT2/A_5N) in vitro. GAPDH je koris¢en
kao kontrola ujednacenosti nanosenja uzoraka. (B) qPCR rezultati pokazuju relativnu ekspresiju gena SOX2 i SOX9 tokom
Cetiri nedelje sazrevanja NT2/A. Nivo ekspresije ovih gena u NT2/A 2N, 3N i 4N je prikazan u odnosu na nivo
ekspresije u NT2/A_IN. Podaci su normalizovani u odnosu na nivo ekspresije GAPDH-a, kori§¢enog u svojstvu kontrole
ujednaéenosti nanoSenja uzoraka. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + SEM (n = 3), p-vrednosti su izraCunate
kori§¢enjem Studentovog t-testa, * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. (C) Reprezentativne mikrografije NT2/A_ 1IN i
NT2/A_4N imunofluorescentno obelezenih sa anti-GFAP (zeleni signal) i anti-SOX2 (crveni signal) antitelima. Celijska
jedra su obelezena DAPI-jem (plavi signal). (D) Reprezentativne mikrografije NT2/A IN i NT2/A_4N obelezenih sa

44



anti-vimentin (zeleni signal) i anti-SOX9 (crveni signal) antitelima. Celijska jedra su obelezena DAPI-jem (plavi signal).
Mikrografije su snimljene pod objektivom 20x. Skala- 50 pm.

SOXO9 (Slika 11C, D). Rezultati su pokazali da u kulturama NT2/A 1N dominiraju GFAP- i vimentin-
pozitivni fibrozni astrociti sa visokim nivoom ekspresije jedarno lokalizovanih SOX2 i SOX9
proteina (Slika 11C, D). Nasuprot tome, kulture NT2/A_ 4N cine pretezno krupni, protoplazmati¢ni
astrociti sa slabom ekspresijom SOX2 1 SOX9 (Slika 11C, D).

Dobijeni rezultati pokazali su da se ekspresija SOX2 1 SOX9 proteina postepeno smanjuje
tokom sazrevanja astrocita. Na osnovu ove analize, 4. nedelja sazrevanja NT2/A odabrana je za dalje
eksperimente u kojima je lentiviralnom transdukcijom postignuta stabilno povecana ekspresija SOX2
1 SOXO9, sa ciljem rasvetljavanja uloge ovih regulatornih proteina u zrelim NT2/A.

4.4 PovecCanje ekspresije SOX2 i SOX9 u reaktivnim astrocitima
cerebralnog korteksa pacova nakon ablacije senzomotorne kore

Kako bi se utvrdila povezanost izmedu ekspresije SOX2 1 SOX9 i aktivacije astrocita nakon
povrede ispitana je ekspresija ovih regulatornih proteina u cerebralnom korteksu pacova kojima je
uradena ablacija senzomotorne kore (ASK) (Slika 12). Prethodne studije pokazale su da ablacija
senzomotornog korteksa velikog mozga pacova predstavlja dobar model sistem za izucavanje
razli¢itih aspekata povrede CNS-a (Goldstein, 2003; Jeremic et al., 2023). Povreda je napravljena
aspiracionom ablacijom u desnoj hemisferi velikog mozga pacova. Koronalni preseci korteksa
kontrolnih 1 ASK pacova imunofluorecentno su obelezZeni antitelima specifi¢nim za markere astrocita,
GFAP i vimentin, i SOX2 i SOX9. Na presecima korteksa kontrolnih pacova uoceni su retki GFAP 1
vimentin pozitivni astrociti protoplazmati¢ne morfologije koje odlikuje niska ekspresija SOX2 1
SOX9 (Slika 12A). Primeceno je da je prisustvo SOX2- i SOX9-pozitivnih jedara u kontrolnoj grupi
ogranic¢eno na mali broja ¢elija, koje su uglavnom GFAP-pozitivne (Slika 12B, F), dok je njihovo
prisustvo u vimentin-pozitivnim c¢elijama rede uocljivo (Slika 12D, H). Nakon povrede desne
senzomotorne kore pacova uoCava se pojava reaktivnih astrocita u oblasti lezije koje odlikuje
povecana ekspresije GFAP-a i vimentina i1 koji su SOX2 (Slika 12A, B, D) 1 SOX9 pozitivni (Slika
12A, F, H). Reaktivne GFAP- i vimentin-pozitivne astrocite pored povecane ekspresije SOX2 i SOX9
na ASK presecima odlikuje 1 fibrozna morfologija, karakteristi¢na za reaktivni fenotip (Slika 12C, E,
Gil).

4.5. Promena ekspresije SOX2 i SOX9 u zrelim NT2/A nakon
mehanicki i hemijski izazvane povrede

Prethodna istrazivanja pokazala su da mehanicka povreda i tretman aktivatorom adenilatne
ciklaze, forskolinom, dovode do aktivacije zrelih (utiSanih) NT2/A in vitro (Sandhu et al., 2002).
Kako bi se ispitalo da li u procesu aktivacije zrelith NT2/A dolazi do povecanja ekspresije SOX2 1
SOX9, NT2/A_4N naneta je mehanicka povreda i zatim je imunofluorescencijom i Western blot-om
ispitana ekspresija ovih regulatornih proteina.

Konfluentni sloj NT2/A 4N zagreben je nastavkom, a potom je imunofluorescetnim
obelezavanjem SOX2 i SOX9 analiziran nivo ekspresije ovih proteina nakon indukovane povrede
(Slika 13A, B). Povecan nivo ekspresije SOX2 i SOX9 uocen je u astrocitima lokalizovanim blizu
povrede (Slika 13A, B; uokvireni regioni 1 i 1), dok je ekspresija ovih proteina ostala niska u
astrocitima udaljenim od mesta povrede (Slika 13A, B; uokvireni regioni 2 1 2”).
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Slika 12. Ekspresija SOX2 i SOX9 na Kkriopresecima senzomotorne kore pacova 10 dana nakon ASK. (A)
Reprezentativne mikrografije desnog cerebralnog korteksa imunofluorescentno obeleZzenog sa SOX2 i SOX9 (crveni
signal), markerima astrocita GFAP-om i vimentinom (VIM, zeleni signal) i jedarnim markerom DAPI (plavi signal).

Kontrolna grupa se odlikuje retkim astrocitima pozitivnim na SOX2, SOX9, GFAP i vimentin. ASK je dovela do pojave
reaktivnih astrocita koji se odlikuju pove¢anom ekspresijom GFAP-a i vimentina i pove¢anom ekspresijom SOX2 i SOX9
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u jedrima celija u okolini lezije. Mikrografije su snimljene pod objektivom 10x. Skala-100 um. (B, D, F, H) Uvecani
regioni uokvireni u panelu (A) snimljeni na uveli¢anju 40x. Skala - 20 um. (C, E, G, I) Uvelicani regioni uokvireni u (B,
D, F, H, redom) prikazuju pojedinacne reaktivne astrocite u kojima se moze uociti ekspresija SOX2 i SOX9 koji su
pozitivni na GFAP ili vimentin. Mikrografije su snimljene pod objektivom 40x i uveéane. Skale - 10 um. L- lezija.
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Slika 13. Analiza ekspresije SOX2 i SOX9 u NT2/A u 4. nedelji sazrevanja nakon in vitro aktivacije izazvane
mehani¢kom povredom. (A, B) Konfluentni sloj NT2/A 4N zagreban je nastavkom u cilju nanoSenja mehanicke
povrede, Celije su zatim fiksirane i imunofluorescentno obeleZene anti-vimentin antitelom (zeleni signal) i anti-SOX2 i
anti-SOX9 antitelima (crveni signal). Jedra ¢elija su obeleZzena DAPI-jem (plavi signal). Pet pojedinaénih mikrografija
za SOX2 (A) i Cetiri pojedinacne mikrografije za SOX9 (B) su snimljene uzastopno pod istim uslovima i spojene u
objedinjenu sliku koja prikazuje Siroku oblast oko povrede. Kvadrati oznaceni kao 1 i 1’ prikazuju ¢elije lokalizovane
blizu povredene oblasti, sa visokom intenzitetom SOX2 (A) i SOX9 (B) signala i fibroznom morfologijom. Kvadrati
oznaceni kao 2 i 2’ prikazuju ¢elije lokalizovane dalje od povrede, sa niskom ekspresijom SOX2 (A) i SOX9 (B) signala
1 pljosnatom protoplazmati¢nom morfologijom. Mikrografije su snimljene pod objektivom od 10x. Skala - 200 um. (C)
Reprezentativni primeri Western blot membrana prikazuju ekspresiju SOX2 i SOX9 u NT2/A_4N nakon mehanicke
povrede izazvane ogrebotinom, u trenutku kada je povreda inicirana (Oh) i 8h, 24h i 36h nakon povrede. GAPDH je
koris¢en kao kontrola ujednacenosti nanoSenja uzoraka. Grafikoni prikazuju kvantifikaciju traka dobijenih Western

47



blotom iz tri nezavisna eksperimenta = SEM. Vrednosti intenziteta signala u tri razli¢ita vremenska intervala nakon
povrede (8h, 24h i 36h nakon povrede) prikazane su u odnosu na vrednost inteziteta signala u Oh, a p-vrednosti su
izraunate kori§¢enjem Studentovog t-testa: * p <0,05.

Takode, imunofluorescentno obeleZavanje antitelom za vimentin pokazalo je da su astrociti u blizini
povrede zadobili fibroznu morfologiju karakteristicnu za reaktivne astrocite (Slika 13A, B; uokvireni
region 1), dok su astrociti udaljeni od mesta povrede zadrzali svoju karaktersti¢nu protoplazmati¢nu
morfologiju (Slika 13A, B; uokvireni region 2). Western blot metodom analizirana je ekspresija
SOX2 i SOX9 u tri razlicita vremenska intervala: 8h, 24h i 36h od trenutka indukovanja povrede
(Slika 13C). Rezultati Western blot analize pokazali su da se nivo ekspresije SOX2 i SOX9 povecava
u svim ispitivanim vremenskim tackama nakon povrede u poredenju sa trenutkom u kojem je
inicirana povreda (Oh).

A

Faloidin

NT2/A_4N

NT2/A_4N
+ forskolin

NT2/A_4N

NT2/A_4N
+ forskolin

&7

Slika 14. Ekspresija SOX2 i SOX9 u NT2/A 4. nedelje sazrevanja nakon aktivacije indukovane forskolinom. (A,
B) Reprezentativne mikrografije imunofluorescentno obelezenih SOX2 (A), SOX9 (B) (crveni signal), F-aktina (zeleni
signal) u NT2/A_4N pre i nakon tretmana forskolinom. Jedra su obelezena DAPI-jem (plavi signal). Tretman forskolinom
doveo je do transformacije NT2/A 4N iz protoplazmaticne u fibroznu morfologiju (obelezeno faloidinom) i povecane
ekspresije SOX2 i SOX9 u morfoloski izmenjenim NT2/A. Mikrografije su snimljene koriste¢i objektiv od 20x. Skala -
50 pm.
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Najuocljive povecanje ekspresije SOX2, od priblizno 2 puta (2,2+0,15), detektovano je 36h nakon
mehanicki indukovane povrede. Sa druge strane, najznacajnije povecanje nivoa ekspresije SOX9, od
priblizno 2,5 puta (2,5+0,75), uoceno je 8h nakon nanosenja povrede.

Tretman forskolinom doveo je do slicnih promena u zrelim NT2/A, kao nanoSenje mehanicke
povrede ovih ¢elija. Imunofluorescentnim obelezavanjem faloidina, koji se specifi¢cno vezuje za
citoskeletni protein F-aktin, uoc¢eno je da tretman forskolinom dovodi do transformacije zrelih
astrocita, krupnog tela i protoplazmati¢ne morfologije u astrocite malog tela i fibrozne morfologije,
karakteristi¢ne za reaktivni fenotip (Slika 14A, B). Pored jasne promene u morfologiji, ovaj tretman
je doveo i do povecane ekspresije SOX2 i SOX9 proteina u reaktivnim astrocitima (Slika 14A, B).

Nasi rezultati pokazuju da primena mehani¢kog i hemijskog stimulusa, u cilju simulacije
odredenih aspekata aktivacije u in vitro uslovima, dovodi do povecane ekspresije SOX2 i SOX9
proteina u zrelim NT2/A, vrlo sli¢no rezultatima dobijenim in vivo, na ASK modelu povrede.

4.6. Promene proliferativnog i migratornog kapaciteta zrelih NT2/A
usled povecane ekspresije SOX2 i SOX9 lentiviralnom transdukcijom

Visok proliferativni 1 migratorni kapacitet odlika su reaktivnih astrocita i astrocita ranih faza
sazrevanja, kao 1 astrocitnih prekursora (Lagos-Cabre et al., 2019; Shimada et al., 2012).

A Q2 Q2 sk
7 6 7] 6
o * o
% © 5 % - 5
58 4 384
°q 3 a3
22X 2
=0 3 L T
£ £
= 1 =
g | g
14 NT2/A_1N +SOX2 +prazan & NT2/A_1N +SOX9 +prazan
vektor vektor
NT2/A _4N NT2/A_4N
B
NT2/A_4N NT2/A_4N
+prazan +prazan
+S0X2 vektor +S0X9 vektor
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Slika 15. Analiza uspe$nosti lentiviralne transdukcije NT2/A 4. nedelje sazrevanja sa SOX2 i SOX9 ekspresionim
konstruktima na nivou iRNK i proteina. (A) Rezultati gPCR-a prikazuju relativan nivo ekspresije SOX2 i SOX9 u
NT2/A_ 1IN, kao i ekspresiju ovih proteina u NT2/A_4N+SOX2 i NT2/A_4N+SOX9 (pet dana nakon lentiviralne
transdukcije) u odnosu na kontrolu, NT2/A_4N-+prazan vektor. Podaci su normalizovani na GAPDH, koji je koriséen kao
kontrola ujednacenosti nanosenja uzoraka. Podaci predstavljaju srednje vrednosti = SEM (n = 3), p-vrednosti su izraunate
koriste¢i Studentov t-test, * p < 0,05, ** p < 0,01. (B) Reprezentativni primeri Western blot membrana prikazuju nivo
SOX2 i SOX9 u NT2/A_4N+SOX2 i NT2/A_4N+SOX9, u poredenju sa odgovarajucom kontrolom. Alfa Tubulin ili
GAPDH su kori$¢eni kao kontrola ujednacenosti nano$enja uzoraka.
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Da bi se ispitalo da li SOX2 i SOX9 ucestvuju u regulaciji proliferacije i migracije, ovi regulatorni
proteini su lentiviralnom transdukcijom konstitutivno povecano eksprimirani u zrelim NT2/A 4N
(NT2/A_4N+SOX2 i NT2/A_4N+S0OX9), nakon cega je ispitivan njihov efekat na vijabilnost,
proliferaciju 1 migraciju ovih Celija. Pet dana nakon lentiviralne transdukcije, povecana ekspresija
SOX2 i SOX9 u zrelim NT2/A potvrdena je na nivou iRNK (Slika 15A) i proteina (Slika 15B).
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Slika 16. Analiza proliferacije i vijabilnosti NT2/A 4. nedelje sazrevanja transdukovanih sa SOX2 i SOX9
ekspresionim konstruktima. (A) Relativna vijabilnost NT2/A_4N+SOX2 i NT2/A_4N+SOX9 merena je MTS testom i
uporedena sa vijabilno$c¢u kontrolnih NT2/A_4N+prazan vektor ¢elija. Podaci predstavljaju srednje vrednosti £ SEM (n
=3); p-vrednosti su izracunate koristec¢i Studentov t-test: * p<0,05. (B) Reprezentativne mikrografije imunofluorescentno
obelezenog Ki67 (zeleni signal) u NT2/A_4N+SOX2 i kontrolnim éelijama. Celijska jedra su obelezena DAPI-jem (plavi
signal). Mikrografije su snimljene koristeci objektiv od 60x. Skala-20 pm. Uokvireni region je uvecan kako bi se prikazala
jedarna lokalizacija Ki67. Skala-10 pm. Procenat Ki67+ Celija prikazan na grafikonu izra¢unat je u odnosu na ukupan
broj DAPI-obelezenih jedara u tri nezavisna eksperimenta. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + SEM, a p-vrednosti
su izracunate koriste¢i Studentov t-test: ** p <0,01.

Ekspresija oba regulatorna proteina transkripcije bila je znacajno povecana nakon transdukcije.
Preciznije, ekspresija SOX2 gena se povecala priblizno 2 puta (1,95+0,036), dok se ekspresija SOX9
gena povecala priblizno 4 puta (3,87+0,35) u poredenju sa kontrolnim ¢elijama transdukovanim
odgovaraju¢im praznim vektorom (Slika 15A). lako se nivo ekspresije SOX2 1 SOX9 gena znacajno
povecao u transdukovanim ¢elijama, u odnosu na kontrolu (Slika 15A), nije postignut endogeni nivo
ekspresije ovih proteina karakteristican za NT2/A_1N. Samo kulture astrocita u kojima je potvrdena
uspesna transdukcija, odnosno povecana ekspresija SOX2 i SOX9 i na nivou iRNK i proteina su bile
koris¢ene za dalja istrazivanja.

Nakon utvrdivanja uspesnosti transdukcije ispitani su vijabilnost, kao i proliferativni i
migratorni kapacitet transdukovanih celija. Vijabilnost je analizirana MTS esejem 1 rezultati su
pokazali da transdukcijom poveéana ekspresija SOX2 dovodi do znacajnog povecanja vijabilnosti
zrelih NT2/A_4N+SOX2 (1,82 + 0,19) u poredenju sa kontrolom. Za razliku od ovog rezultata,
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povecana ekspresija SOX9 nije dovela do znacajnog porasta vijabilnosti NT2/A_ 4N+SOX9 (1,09 +
0,02) u odnosu na kontrolu (Slika 16A). Kako bi se utvrdilo da li je povecana vijabilnost
NT2/A_4N+SOX2 povezana sa povecanim proliferativnim kapacitetom ovih celija,
imunofluorescentnim obelezavanjem ispitana je ekspresija Ki67 (Slika 16B). Nasi rezultati su
pokazali da SOX2 dovodi do povecanja u broju Ki67+ jedara. Procenat Ki67+ jedara u
NT2/A_4N+SOX2 je iznosio 17%, u odnosu na kontrolu, gde je taj procenat iznosio 5% u odnosu na
ukupan broj jedara obelezenih DAPI-jem (Slika 16B).

Migratorni kapacitet NT2/A 4N u uslovima povecane ekspresije SOX2 i SOX9 analiziran je
primenom testa zarastanja povrede (Slika 17). Analiza je pokazala da je 24h nakon nanoSenja
povrede, u slucaju NT2/A 4N+SOX9, 72% zagrebane povrSine bilo popunjeno, dok je u kontroli
procenat popunjenosti praznog prostora iznosio 54% (Slika 17A). U slu¢aju NT2/A 1N, koji se
odlikuju visokim endogenim nivoom ekspresije SOX9, zabeleZen sli€an procenat popunjenosti
praznog prostora (73%) kao kod i kod NT2/A 4N+SOX9 (Slika 17A). Dobijeni rezultati pokazuju
da povecana ekspresija SOX9 dovodi do povecanja procenta popunjenosti praznog prostora od skoro
20% u odnosu na kontrolu (Slika 17A). Sa druge strane, povecana ekspresija SOX2 u zrelim NT2/A
nije znacajno uticala na migratorni kapacitet ovih ¢elija (Slika 17B).
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Slika 17. Analiza migratornog potencijala zrelih NT2/A_4N u uslovima povecane ekspresije SOX2 i SOX9. (A)
Reprezentativne fazno-kontrastne mikrografije iz testa zatvaranja povrede. Migratorni kapacitet NT2/A 1N,
NT2/A_4N+SOX9 i NT2/A 4N+prazan vektor ¢elija meren je 24h nakon nanoSenja mehani¢ke povrede. Mikrografije
su snimljene pod objektivnom 10x. Skala -100 um. Statisticka analiza procenta zatvaranja povrede dobijena je iz tri
nezavisna eksperimenta. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + SEM B) Reprezentativne fazno-kontrastne mikrografije
iz testa zatvaranja povrede. Migraciona sposobnost NT2/A_4N+SOX2 i NT2/A_4N+prazan vektor, merena je 36h nakon
mehani¢ke povrede. Mikrografije su snimljene pod objektivnom 10x. Skala - 100 um. Statisticka analiza procenta
zatvaranja povrede izvedena je iz tri nezavisna eksperimenta. Podaci predstavljaju srednje vrednosti = SEM.
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Sumirano, nasi rezultati su pokazali da SOX2 uti¢e na vijabilnost i proliferativni kapacitet
zrelih NT2/A, dok SOX9 uti¢e na njihov migratorni kapacitet.

4.7. Povecana ekspresija SOX9 u zrelim NT2/A reaktivira ekspresiju
gena aktivnih tokom gliogeneze i povecava njihov kapacitet za
preuzimanje glutamata

SOXO9 je kljuéni faktor za inicijaciju gliogeneze (Kang et al., 2012). Svoju funkciju ostvaruje
kroz formiranje kompleksa sa NFIA sa kojim reguliSe grupu gena ukljuc¢uju¢i APCDDI koji ima
klju¢nu ulogu u regulaciji migratornog kapaciteta glijalnih progenitora (Kang et al., 2012) i
ZCCHC(C24 sa ulogom u metabolizmu astrocitnih prekursora tokom gliogeneze (Kang et al., 2012).

Kako bi se ispitalo da 1i povecana ekspresija SOX9 u zrelim astrocitima aktivira
transkripcionu kaskadu prisutnu tokom gliogeneze analizirana je ekspresija gena NFIA, APCDDI] 1
ZCCHC24uNT2/A_4N+S0OXO9. Rezultati gPCR-a pokazali su da nivo ekspresije gena NFIA4 povecao
5 puta (5,355 £ 1,2) (Slika 18A) u NT2/A_4N+S0OX9, u odnosu na kontrolu. Ekspresija APCDD1
gena se povecala 2,5 puta (2,55 + 0,34) (Slika 18B), a ekspresija ZCCHC24 se povecala 4 puta
(4,3£1,35) u zrelim NT2/A sa povec¢anom ekspresijom SOX9 u odnosu na kontrolu (Slika 18C).

Imajuéi u vidu da su transporteri GLAST/EAATI1 i GLT1/EAAT?2 bitni za odrzavanje glutamatne
homeostaze, bilo je interesantno ispitati da li povecana ekspresija SOX9 u zrelim NT2/A dovodi do
povecane ekspresije gena SLCIA2 koji kodira GLTI/EAAT2 i gena SLCIA3 koji kodira
GLAST/EAATI.
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Slika 18. Analiza ekspresije NFIA, APCDD1 i ZCCHC24 u uslovima povecane ekspresije SOX9 u zrelim NT2/A.
(A, B, C) Rezultati gPCR-a pokazuju relativnu ekspresiju gena NFIA (A), APCDD1 (B) i ZCCHC24 (C) u zrelim NT2/A
transdukovanim SOX9 ekspresionim konstruktom (NT2/A_4N+SOX9) u poredenju sa nivoom ekspresije ovog
regulatornog proteina u kontrolnim NT2/A transdukovanih praznim vektorom (NT2/A 4N+prazan vektor). Podaci su
normalizovani na GAPDH kao endogenu kontrolu. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + SEM (n = 3), a p-vrednosti
su izracunate kori§¢enjem Studentovog t-testa: * p < 0,051 ** p <0,01.
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Rezultati qPCR-a pokazali su da povecana ekspresija SOX9 u zrelim NT2/A dovodi do blagog
povecanja nivoa ekspresije gena SLC1A43 (1,41 +0,01) u odnosu na NT2/A_4N+prazan vektor (Slika
19B), dok u sluc¢aju SLC1A42 nije detektovan znacajan efekat SOX9 na povecéanje ekspresije ovog
gena (Slika 19A). Dalje, primenom glutamatnog eseja ispitan je i kapacitet zrelih NT2/A za
preuzimanje glutamata iz medijuma. Rezultati primenjenog eseja su pokazali da je sposobnost ovih
¢elija za preuzimanje glutamata znacajno porasla u uslovima povecane ekspresije SOX9 u odnosu na
kontrolu (Slika 19B, C).

Nasi rezultati su pokazali da povecana ekspresija SOX9 u zrelim NT2/A dovodi do aktivacije
transkripcione regulacione kaskade prisutne tokom gliogeneze i do povecanja kapaciteta ovih celija
za preuzimanje glutamata.
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Slika 19. Analiza nivoa ekspresije glutamatnih transportera i kapaciteta astrocita za preuzimanje glutamata u
uslovima poveéane ekspresije SOX9. Relativni nivo ekspresije gena SLC/A42 (kodira GLT1/EAAT2) (A) i SLCIA3
(kodira GLAST/EAATI1) (B) u NT2/A_4N+SOX9 u odnosu na kontrolne NT2/A 4N + prazan vektor. Podaci su
normalizovani na GAPDH kao endogenu kontrolu. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + SEM (n = 3), a p-vrednosti
su izracunate koris¢enjem Studentovog t-testa: * p < 0,05. (C) Kapacitet za preuzimanje glutamata NT2/A_4N+SOXO9 i
kontrolnih NT2/A_4N+prazan vektor ¢elija analiziran je pomocu testa za preuzimanje glutamata. Preuzimanje glutamata
iz medijuma je normalizovano na ukupnu koli¢inu proteina u odgovarajuéem uzorku i izrazeno kao nmol/pug proteina
(Mahmoud et al., 2019). Podaci predstavljaju srednje vrednosti + SEM najmanje tri nezavisna eksperimenta; p-vrednosti
su izraCunate kori§¢enjem Studentovog t-testa: *** p < 0,001.

4.8. Smanjenje vijabilnosti i proliferativnog kapaciteta NT2/A u
uslovima utiSane ekspresije miR-21

Jedan od ciljeva ove teze bio da se ispita uticaj miR-21 na razli¢ite fenotipske osobine NT2/A.
Nakon $to je uoc¢eno da se ekspresija miR-21 odrzava na visokom nivou nezavisno od faze sazrevanja
astrocita (Slika 20A), njena ekspresija je utiSana u ranim (NT2/A_1N) i kasnim (NT2/A_4N) fazama
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sazrevanja NT2/A lentiviralnom transdukcijom, koriste¢i anti-miR-21 konstrukt (Slika 20B, +anti-
miR-21), i zatim je analizirana ekspresija miR-21 pet dana nakon transdukcije (Slika 20A).
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Slika 20. Analiza vijabilnosti i proliferacije u NT2/A 1. i 4. nedelje sazrevanja u uslovima utiSane ekspresije miR-
21. (A) qPCR rezultati prikazuju relativni nivo ekspresije miR-21 u NT2/A_4N predstavljen u odnosu na na nivo
ekspresije u NT2/A_IN. (B) Relativna ekspresija miR-21 u NT2/A IN+anti-miR-21 i NT2/A_4N+anti-miR-21
izracunata je u poredenju sa nivoom ekspresije miR-21 u NT2/A transdukovanim praznim vektorom (+prazan vektor).
(C) Relativna vijabilnost NT2/A 1N+anti-miR-21 i NT2/A_4N+anti-miR-21 izraCunata u poredenju sa vijabilno§¢u
odgovaraju¢im kontrolnih ¢elija transdukovanim praznim vektorom. Podaci prikazani u (B) i (C) predstavljaju srednje
vrednosti = SEM (n = 3), p-vrednosti su izraGunate kori§¢enjem Studentovog t-testa, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.
(D) Reprezentativne mikrografije imunofluorescentno obelezenog Ki67 (zeleni signal) u NT2/A 1IN (levi panel) i
NT2/A_4N (desni panel) transdukovanih sa anti-miR-21 (+anti-miR-21) ili praznim vektorom (+prazan vektor). Jedra
¢elija su obelezena DAPI-jem (plavi signal). Mikrografije su snimljene pod objektivom 20x. Skala -50um. (D) Statisticka
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analiza Ki67+ NT2/A_IN i NT2/A_4N transdukovanih sa anti-miR-21 ili praznim vektorom. Procenat Ki67+ ¢elija je
izra¢unat u odnosu na ukupan broj jedara obelezenih DAPI-jem (najmanje 180). Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna
eksperimenta.

Ekspresija miR-21 smanjila se na 0,39 + 0,09 u NT2/A_IN+anti-miR-21 i na 0,60 + 0,03 u
NT2/A_4N+anti-miR-21 u u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom, astrocitima transdukovanim
praznim vektorom (Slika 20B, +prazan vektor). PoSto je ovom analizom potvrdena uspeSna
transdukcija ranih 1 zrelih NT2/A anti-miR-21 konstruktom, ispitan je efekat utiSavanja miR-21 na
vijabilnost i proliferaciju ovih ¢elija (Slika 20C i D). UtiSavanje miR-21 dovelo je do smanjenja
vijabilnosti astrocita rane, NT2/A 1N i kasne, NT2/A 4N faze sazrevanja (Slika 20C). Vijabilnost
NT2/A_1N+anti-miR-21 ¢elija smanjena je priblizno 2,5 puta u odnosu na kontrolu, dok je u
NT2/A_4N+anti-miR-21 zabelezeno smanjenje vijabilnosti od priblizno 1,6 puta u odnosu na
kontrolu (Slika 20C). Imunofluorescentno obelezavanje Ki67 pokazalo je da se proliferacijau NT2/A
sa utiSanom miR-21 znacajno smanjuje 1 u njihovoj ranoj i u kasnoj fazi sazrevanja (Slika 20D).
Proliferativni kapacitet NT2/A 1N-+anti-miR-21 smanjio se za priblizno 30% (Slika 20D), a u
NT2/A_4N+anti-miR-21 za oko 20% u odnosu na odgovarajucu kontrolu (Slika 20D).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se pretpostaviti da je smanjena vijabilnost ranih i zrelih
NT2/A detektovana u uslovima smanjene ekspresije miR-21, uzrokovana, barem delimicno,
smanjenjem proliferativnog kapaciteta ovih ¢elija.

4.9. PovecCanje ekspresije inhibitora celijskog ciklusa i ulazak u
senescenciju nakon utiSavanja ekspresije miR-21 u NT2/A

Kako bi se ispitalo da li je smanjenje proliferacije nakon utiSavanja ekspresije miR-21 u NT2/A
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Slika 21. Analiza ekspresije mitotskih inhibitora i SA-p-gal aktivnosti NT2/A u uslovima utiSane ekspresije miR-
21. (A) qPCR analiza relativnog nivoa ekspresije p21Waf1/Cipl (kodira P21) i TP53 (kodira P53) u NT2/A_1N+anti-
miR-21 1 NT2/A_4N+anti-miR-21 prikazanih u odnosu na nivo ekspresije ovih gena u NT2/A transdukovanim praznim
vektorom (kontrola). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM tri nezavisna eksperimenta, p-vrednosti su
izraunate koristec¢i Studentov t-test, * p < 0,05. (B) Reprezentativne mikrografije SA-B-gal bojenja (zeleno) NT2/A 1IN
1 NT2/A_4N transdukovanih sa anti-miR-21 konstruktom (anti-miR-21) ili praznim vektorom (kontrola). Skala 100um.
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Relativno povecanje intenziteta SA-B-gal signala u NT2/A 1N i NT2/A_4N transdukovanih sa anti-miR-21 izrazeno je
u odnosu na intenzitet SA-B-gal signala u kontroli. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + SEM (n=3), p-vrednosti su
izraCunate koristeci Studentov t-test, ** p <0,01.

rane 1 kasnije faze sazrevanja u korelaciji sa promenom ekspresije inhibitora Celijskog ciklusa
analizirana je ekspresija gena p21Waf1/Cipl (kodira P21 protein) 1 gena 7P53 (kodira P53 protein)
(Slika 21A).

Rezultati qPCR-a pokazali su da je ekspresija ovih mitotskih inhibitora povecava u
NT2/A_IN 1 NT2/A_ 4N transudkovanim anti-miR-21 konstruktom u odnosu na kontrolu (Slika
21A). Kako bi se ispitalo da li utiSana ekspresija miR-21 dovodi do ulaska NT2/A_ 1N i NT2/A_4N
¢elija u senescenciju analizirana je aktivnost enzima SA- f-gal koja se koristi kao marker
senescentnog fenotipa (Cohen & Torres, 2019). Pokazano je da se tokom sazrevanja NT2/A in vitro
intenzitet SA-B-gal signala poveéava (Slika 21B, wuporediti: kontrola/NT2/A IN i
kontrola/NT2/A_4N). UtiSavanje miR-21 dovelo je do povecanja u intenzitetu SA-B-gal signala u
NT2/A_1N+anti-miR-21 i NT2/A_4N+anti-miR-21) u odnosu na njihove kontrole (Slika 21B).
UtiSavanje miR-21 uNT2/A_1N dovelo je do povecanja intenziteta SA-f-gal signala od priblizno 4,6
puta u odnosu na kontrolu, dok se u NT2/A_4N intenzitet signala povecao 3,8 puta u odnosu na
kontrolu (Slika 21B).

Na osnovu dobijenih rezultata, pove¢anog nivoa ekspresije gena koji kodiraju za P21 i P53
mitotske inhibitore, kao i povecane -galaktozidazne aktivnosti zakljuceno je da utiSavanje miR-21
dovodi do ulaska NT2/A u senescenciju.

4.10. In silico analiza miR-21 ciljnih gena ¢ija je ekspresija poveéana u
senescentnim astrocitima

Kako bi se ustanovilo da li miR-21 potencijalno regulise neke od gena ¢ija je ekspresija
povecana u senescentnim astrocitima (Limbad et al., 2020), upotrebili smo tri razli¢ita softvera za
predvidanje miRNK ciljnih gena dostupna na internetu: MirDB, TarBase i Target Scan.

miR-21 ciljni geni:

IL12A
TGFBI
TIMP3
SMAD7
SATB1
ARHGAP24
TarBase OLR1
RECK
PITX2
ST6GAL1
MAP2ZK3
HIPK3
STAT3
RASEF
24 vCcL
BTG2
COL4A1
CCL20
ANKRD46
CREBRF
TGFB2
EHD1
GID4
NFATS

MirDB Target Scan

Slika 22. Venov dijagram dobijen preklapanjem rezultata in silico analize proisteklih kori§¢enjem tri razlicita softvera
(TargetScan, MirDB i TarBase) za predikciju miR-21 ciljnih gena. Medu genima cija je ekspresija povecana u
senescentnim astrocitima (Limbad et al., 2020), naznacCena su 24 gena, Cija je ekspresija najverovatnije regulisana
posredstvom miR-21.

In silico analiza dobijena koriS¢enjem ovih softvera pokazala je da su mnogi od gena, ¢ija je ekspresija
povecéana u senescentnim astrocitima, potencijalni ciljni geni miR-21. Medu njima su se izdvojila 24
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gena Cija je ekspresija najverovatnije regulisana posredstvom miR-21, §to je zaklju¢eno na osnovu
preklapanja dobijenog iz Venovog dijagrama, kada su uporedeni rezultati in silico analize, proistekli
primenom svakog od tri softvera (Slika 22). Ovaj rezultat dodatno je sugerisao da bi miR-21 mogla
biti potencijalni regulator ¢elijske senescencije.
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5. Diskusija

Regulatorni proteini SOX ukljueni su u sloZene transkripcione regulatorne mreze preko kojih
upravljaju raznovrsnim ¢elijskim procesima ukljucujuéi odrzavanje pluripotentnosti mati¢nih Celija,
¢elijsku proliferaciju, specijalizaciju ¢elija, formiranje germinalnih slojeva i1 terminalnu
diferencijaciju ¢elija u tkiva i organe (Wegner, 2005; Weider et al., 2013). Proteini SOX2 i SOX9
tokom razvic¢a ostvaruju bitne uloge u gliogenezi (Bani-Yaghoub et al., 2006; Kang et al., 2012; Stolt
et al., 2003). Njihova ekspresija u adultnom mozgu uglavnom je ogranic¢ena na neurogene zone, gde
imaju vazne uloge u regulaciji neurogeneze (Wegner, 2011; Weider et al., 2013). Medutim, sve vise
je dokaza da SOX geni igraju i bitne uloge u odrzavanju homeostaze i1 regeneraciji adultnih tkiva
(Chen et al., 2019; Parrinello et al., 2010; Sarkar & Hochedlinger, 2013; Stevanovic et al., 2021),
iako je ovo podrucje jos uvek nedovoljno prouceno. Regeneracija perifernih nerava predstavlja dobar
primer znacaja gena SOX2 u reparaciji tkiva. Nakon povrede, u zrelim Svanovim éelijama u adultnom
mozgu se ponovo aktivira ekspresija SOX2, ¢ime ove Celije sticu karakteristike slicne progenitorskim
¢elijama (Parrinello et al., 2010). Poveéana ekspresija SOX2 u Svanovim ¢elijama ima kljuénu ulogu
u njihovom grupisanju, $to je osnovni korak u regeneraciji nerava. Ovaj proces omoguéava Svanovim
¢elijama da formiraju visecelijske strukture koje usmeravaju rast aksona preko oste¢enog podrucja
(Parrinello et al., 2010). Reaktivna astroglioza predstavlja klju¢ni endogeni odbrambeni mehanizam
koji se aktivira u odgovoru na bilo koji vid patoloSke promene u CNS-u. Nezamenjiva uloga astrocita
u odrzavanju homeostaze, kako u fizioloskim, tako i u patoloSkim uslovima, ¢ini ih posebno
zna€ajnim 1 sa terapeutskog aspekta. Stoga je od kljucnog znacaja izuciti molekularne mehanizme
koji leZe u osnovi kompleksnih fenotipskih osobina astrocita, kako bi se njima moglo manipulisati u
cilju regeneracije i reparacije nervnog tkiva. Reaktivna astroglioza je vrlo interesantan fenomen, jer
astrociti, kao i mikroglija, za razliku od drugih terminalno diferenciranih ¢elija, imaju specifi¢nu
karakteristiku da se u odgovoru na razlicita patoloska stanja aktiviraju i tim procesom ponovo steknu
neke od karakteristika svojih prekursora (Bernal & Arranz, 2018; Lagos-Cabre et al., 2019; Liu et al.,
2014; Luo et al., 2017; Shimada et al., 2012; Sofroniew, 2009). Tako je pokazano da je, ekspresija
SOX2 i SOX9 utiSana u zrelim astrocitima (Bani-Yaghoub et al., 2006; Sun et al., 2017) i da se
povecava u reaktivnim astrocitima (Bani-Yaghoub et al., 2006; Chen et al., 2019; Sun et al., 2017),
medutim njihova uloga u ovom procesu i dalje nije dovoljno izu¢ena. Otuda je deo istrazivanja u
okviru ove teze bio posvecen razumevanju uloge SOX2 i SOX9 u Celijskim procesima vezanim za
aktivaciju astrocita. Senesencija astrocita se nalazi u osnovi mnogih patologija CNS, ali mehanizmi
koji je reguliSu u mnogome su nepoznati. Posebno neistrazeno polje je uloga miRNK u ovom procesu.
S obzirom na to da miR-21 ima pozitivan efekat na oporavak nervnog tkiva nakon povrede (Bhalala
et al., 2012; Liu et al., 2018), i doprinosi ponovnom uspostavljanju homeostaze, bilo je vazno deo
istrazivanja u ovoj tezi posvetiti boljem razumevanju uloge ove miRNK u astrocitima. Nasi rezultati
pokazuju da su SOX2 i SOX9 ukljuceni u regulaciju nekih od osobina reaktivnih astrocita, preciznije
SOX2 povecava njihov proliferativni, dok SOX9 povecava njihov migratorni kapacitet i kapacitet za
preuzimanje glutamata. Uticaj SOX2 i SOX9 na ove Celijske procese karakteristi¢ne za reaktivne
astrocite, ¢ini ove proteine potencijalnim metama za modulaciju, preko kojih se mogu razvijati nove
terapeutske strategije, bazirane na modifikovanju fenotipskih karakteristika astrocita, u cilju lecenja
razli¢itih patologija CNS-a. Takode, modulacija SOX9 bi potencijalno mogla da se iskoristi za
sprecavanje glutamatne ekscitotoksi¢nosti u razli¢itim oboljenjima CNS-a, imajuéi u vidu da nasi
rezultati ukazuju da ovaj rgulatorni protein ima bitnu ulogu u regulaciji kapaciteta astrocita za
preuzimaje glutamata. Rezultati drugog dela istrazivanja u okviru ove teze ukazuju da miR-21 igra
bitnu ulogu u regulaciji proliferativnog kapaciteta astrocita i potencijalno u spreavanju njihove
senescencije. Imajuci u vidu da se senescencija nalazi u osnovi mnogih neurodegenerativnih bolesti
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povezanih sa starenjem, nasi rezultati koji sugeriSu da miR-21 ucestvuje u regulaciji ovog procesa su
vrlo znacajani sa naucnog i potencijalno aplikativnog aspekta.

Astrociti diferencirani od NT2/D1 ¢elija (NT2/A) okarakterisani su na osnovu morfologije,
ekspresije specifi¢nih astrocitnih markera, kao i proliferativnog kapaciteta. Dok kulture NT2/A ranih
faza sazrevanja (NT2/A _1N) Cine pretezno astrociti fibrozne morfologije visokog proliferativnog
kapaciteta, kulture zrelih NT2/A (NT2/A_4N), sastoje se isklju¢ivo od astrocita koji su po morfologiji
sliéni protoplazmaticnim ¢iji se proliferativni kapacitet znacajno smanjuje. UoCene promene u
morfologiji 1 proliferativnom kapacitetu tokom sazrevanja NT2/A u skladu su sa rezultatima
prethodno objavljene studije Sandhu i saradnika koja je pokazala da je smanjenje proliferativnog
kapaciteta zrelih NT2/A posledica zaustavljanja ¢elijskog ciklusa u G0/G1 fazi (Sandhu et al., 2002).
U nasSoj studiji je pokazano da zreli NT2/A 4N pokazuju jaci intenzitet signala glavnog markera
senescencije SA-B-gal, u poredenju sa intenzitetom signala u nezrelim NT2/A 1N te bismo mogli
zakljuciti da je smanjenje proliferativnog kapaciteta zrelih astrocita delom i posledica njihovog ulaska
u senesenciju, Sto je u saglasnosti sa ¢injenicom da NT2/A imaju ograni€en zivotni vek u kulturi (Sest
do deset pasaza) (Sandhu et al., 2002). Tako neki literaturni podaci ukazuju da se aktivnost SA-B-gal
moze uociti 1 u utiSanim 1 senescentnim astrocitima (Cho & Hwang, 2012; Terzi et al., 2016),
aktivnost ovog enzima znatno je izrazenija u senescentnim u odnosu na utisSane astrocite (Cho &
Hwang, 2012; Terzi et al., 2016). lako kulture NT2/A_ 4N ispoljavaju odredene karakteristike
senescencije, nasi rezultati, kao i1 nalazi Sandhu i saradnika, ukazuju na to da su ove Celije
funkcionalne, jer imaju aktivan sistem za transport glutamata i aktiviraju se u odgovoru na mehanicku
ili hemijsku povredu (Sandhu et al., 2002).

Promene u morfologiji NT2/A ispitane su i na nivou promena u ekspresiji specificnih
astrocitnih markera. Na$i rezultati imunocitohemije pokazali su da NT2/A eksprimiraju astrocitni
marker GFAP. Medutim, uocene su razlike u ekspresiji ovog markera u zavisnosti od zrelosti NT2/A.
Intenzivan signal GFAP-a registrovan je u citoplazmi astrocita fibrozne morfologije u kulturama
NT2/A_1N. Nasuprot tome, signal za GFAP u kulturama NT2/A_4N, koje ¢ine iskljuivo astrociti
protoplazmati¢ne morfologije, je slabiji, difuzan i lokalizovan ne samo u citoplazmi ve¢ i u jedru ovih
¢elija. Poznato je da je GFAP marker fibroznih astrocita bele mase (Tabata, 2015), dok
protoplazmati¢ni astrociti, koji su dominantne ¢elije u sivoj masi, imaju relativno nisku ekspresiju
ovog markera (Eng et al., 1971; Jurga et al., 2021; Macikova, 2009). Sli¢no tome, Sandhu i saradnici
su pokazali da GFAP intenzivno boji samo astrocite fibrozne morfologije prisutne tokom ranih faza
sazrevanja (prve tri nedelje sazrevanja), dok se njegova ekspresija ne moze uociti u astrocitima
kasnijih faza sazrevanja (> 4. nedelja sazrevanja), kada u ¢elijskim kulturama dominiraju astrociti
protoplazmati¢ne morfologije. Promena obrasca espresije GFAP proteina tokom sazrevanja NT2/A
moze se objasniti prisustvom razli€itih izoformi GFAP-a u razli¢itim tipovima NT2/A, $to se moze
pretpostaviti na osnovu rezultata Western blota. Tokom prve tri nedelje sazrevanja NT2/A, kada su
astrociti fibrozne morfologije prisutni u kulturi, dominantno eksprimirana oc¢ekivana izoforma GFAP
proteina, molekulske mase od 50 kDa. Medutim, u NT2/A 4N dolazi do promena u obrascu
ekspresije GFAP-a, pri c¢emu dominantne postaju izoforme niZze molekulske mase. Iako je za tacnost
ove pretpostavke neophodna potvrda koriS¢enjem antitela specificnih za svaku, pojedinacnu
izoformu, bitno je napomenuti da je do sad otkriveno 10 izoformi GFAP-a (Yang et al., 2015), ¢ija
ekspresija varira u u zavisnosti od faze diferencijacije astrocita (de Reus et al., 2024; Messing &
Brenner, 2020) i1 u zavisnosti od regiona mozga u kojem se nalaze (Kamphuis et al., 2012). Detaljna
studija Kamphius i saradnika na misjim astrocitima pokazala je da se razli¢ite izoforme GFAP-a
eksprimiraju u specificnim regionima mozga (Kamphuis et al., 2012). Tako su u korteksu, malom
mozgu i strijatumu detektovane izoforme Gfap-a, Gfap-B, Gfap-y, Gfap-o i Gfap-x. GFAP-a izoforma
je najzastupljenija izoforma u CNS-u, dok je GFAP-6 izoforma pre svega eksprimirana u
proliferiSu¢im astrocitima subventrikularne zone, subgranularnoj zoni, rostralnom migratornom putu
1 subpijalnim astrocitima (Kamphuis et al., 2012), a njena ekspresija se povecava i1 u reaktivnim
astrocitima u razlic¢itim patologijama CNS-a (de Reus et al., 2024). Dalja potvrda astrocitnog fenotipa
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diferenciranih ¢elija dobijena je analizom citoskeletnog proteina vimentina, koji se eksprimira i u
NT2/A fibrozne i protoplazmati¢ne morfologije, $to je u saglasnosti sa ranije objavljenim rezultatima
na ovom model sistemu (Burkert et al., 2012; Lim et al., 2007; Sandhu et al., 2002). Ovaj protein je
lokalizovan u citoplazmi 1 intezivno obelezava nastavke oba tipa astrocita (Sandhu et al., 2002).
Interesatno je da je Western blot analizom pokazano da tokom sazrevanja NT2/A dolazi do
postepenog pada nivoa ekspresije ovog proteina, Sto je u saglasnosti sa podacima u literaturi gde je
vimentim opisan kao citoskeletni protein specifican za neuralne progenitore i nezrele astrocite
(Potokar et al., 2020; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Uspesnost diferencijacije NT2/D1 u zrele
astrocite dodatno potvrduje ekspresija proteina S100B, poznatog kao markera zrelih astrocita u CNS-
u (Donato et al., 2013). Imunofluorescentni signal za S100B, detektovan u astrocitima ranih i kasnih
faza sazrevanja najintenzivniji je u oblasti oko jedra, difuzan u citoplazmi i ne uocava se u jedru, §to
je u saglasnosti sa zapazanjima Sandhu i saradnika (Sandhu et al., 2002).

Analiza ekspresije SOX2 i SOX9 u kulturama NT2/A razli¢itih faza sazrevanja, pokazala je
da su ova dva proteina eksprimirana na visokom nivou u proliferiSu¢im progenitorskim NT2/D1
¢elijama i NT2/A ranih faza sazrevanja, a da sa daljim sazrevanjem NT2/A in vitro nivo ovih proteina
opada. Ovi rezultati su u skladu sa sa rezultatima iz razlicitih studija na mis§jim modelima, koja navode
da su SOX2 i SOX9 eksprimirani u astrocitnim prekursorima tokom gliogeneze i u nezrelim
astrocitima tokom ranog postnatalnog perioda (Bani-Yaghoub et al., 2006; Stolt et al., 2003; Sun et
al., 2017), dok se u utiSanim astrocitima adultnog mozga, ekspresija ovih regulatornih proteina
znaajno smanjuje (Bani-Yaghoub et al., 2006; Sun et al., 2017). SOX2 u astrocitnim prekursorima
omogucava odrzavanje visokog proliferativnog kapaciteta ovih ¢elija (Bani-Yaghoub et al., 2006),
dok SOX9 u kompleksu sa NFIA omogucava inicijaciju gliogeneze i ukljucen je u regulaciju gena
koji imaju klju¢ne uloge u migraciji i metabolizmu astrocitnih prekursora (Kang et al., 2012).
Rezultati naSe studije pokazuju da astrociti ranih faza sazrevanja sa visokom ekspresijom SOX2 i
SOX9, poseduju visok proliferativni 1 migratorni kapacitet. Nasuprot tome, u zrelim NT2/A, koje
odlikuje niska ekspresija SOX2 1 SOX9, proliferativni 1 migratorni kapacitet je zna¢ajno smanjen.
Interesantno je da se u literaturi SOX2 i SOX9 opisuju i kao markeri zrelih astrocita (Cahoy et al.,
2008; Chen et al., 2019; Sun et al., 2017; Zhang & Cui, 2014). Nasi imunohistohemijski rezultati
dobijeni na presecima korteksa pacova to ne potvrduju, jer je na kontrolnim zivotinjama ekspresija
SOX2 1 SOX9 ograni¢ena samo na mali broj GFAP-pozitivnih ¢elija. Nije iskljuceno da je ekspresija
ovih regulatornih proteina transkripcije u zrelim astrocitima specifi¢na za vrstu, jer se navedeni
literaturni podaci odnose na cerebralne preseke adultnih miseva (Sun et al., 2017; Xia & Zhu, 2015)
i ljudi (Sun et al., 2017), dok su nasi rezultati dobijeni na cerebralnom korteksu adultnih pacova. Nasi
in vivo 1 in vitro rezultati sugeriSu da se ekspresija SOX2 1 SOX9 povezuje pre svega sa reaktivhim
astrocitima. Zaista, imunofluorescentno obelezavanje preseka velikog mozga pacova s lezijom
desnog cerebralnog korteksa (ASK) pokazuje da se ekspresija SOX2 1 SOX9 povecava u reaktivnim
astrocitima u okolini povrede. Reaktivni fenotip ovih astrocita potvrden je na osnovu povecane
ekspresije GFAP-a i vimentina. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa nekoliko studija koje su pokazale da
se SOX2 1 SOX9 ponovo eksprimiraju u reaktivnim astrocitima nakon povrede (Bani-Yaghoub et al.,
2006; Chen et al., 2019; Sun et al., 2017). Na$ rezultat potvrden je i in vitro. Nakon izlaganja
mehanickom stimulusu konfluentne kulture zrelih NT2/A, u reaktivnim astrocitima u okolini povrede
uocena je povecana ekspresija SOX2 1 SOX9. Kao 1 u in vivo modelu, NT2/A u okolini povrede
dobijaju fibroznu morfologiju karakteristicnu za reaktivne astrocite, §to je potvrdeno
imunofluorescentnim obelezavanjem vimentina. Vrlo sli¢ni rezultati objaviljeni su u studiji Bani-
Yaghoub i saradnika gde su autori pokazali da mehanicka povreda naneta kulturama utiSanih misijih
astrocita in vitro dovodi do povecanja ekspresije SOX2 u reaktivnim astrocitima u blizini povrede
(Bani-Yaghoub et al., 2006). Sli¢an rezultat dobijen je u studiji Lim i saradnika, gde je pokazano da
nakon mehanicke povrede in vitro, vimentin i GFAP-pozitivni NT2/A fibrozne morfologije migriraju
u povredeno podrucje (Lim et al., 2007). Zanimljivo je da, sli¢no rezultatima dobijenim na in vivo
modelu pacova, naSa in vitro studija pokazuje da je aktivacija NT2/A ograni¢ena na oblast u
neposrednoj blizini povrede. Nasuprot tome, astrociti udaljeni od povrede ne menjaju svoju
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morfologiju i zadrzavaju nisku ekspresiju SOX2 i SOX9, sli€no zapazanjima iz drugih studija koja
ukazuju na to da je stepen reaktivne astroglioze, koji ukljucuje morfoloske, funkcionalne i
transkripcione promene astrocita, najizrazeniji u neposrednoj blizini povrede, dok se progresivno
smanjuje sa povecanjem udaljenosti astrocita od mesta povrede (Moulson et al., 2021; Sofroniew &
Vinters, 2010). Sli¢an efekat mehanickom povredivanju NT2/A, izazvao je forskolin, koji je koris¢en
kao hemijski stimulus za aktivaciju astrocita. Tretman zrelih NT2/A forskolinom doveo je do
transformacije morfologije astrocita iz protoplazmati¢ne u fibroznu i do poveéane ekspresije SOX2 i
SOX9 u ovim Celijama (Slika 14). Iako su brojne studije pokazale povecanje ekspresije SOX2 (Bani-
Yaghoub et al., 2006) i SOX9 (Sun et al., 2017) u reaktivnim astrocitima in vivo i/ili in vitro, njihova
uloga u ovim ¢elijama nije dovoljno razjaSnjena. Iz tog razloga bilo je interesantno ispitati ulogu ovih
proteina u ¢elijskim procesima karakteristicnim za aktivirane astrocite.

Reaktivna astroglioza je slozen proces u kome ove celije sticu neke od karakterstika
astrocitnih prekursora, kao $to je povecan proliferativni i migratorni kapacitet (Bernal & Arranz,
2018; Lagos-Cabre et al., 2019; Liu et al., 2014; Luo et al., 2017; Shimada et al., 2012; Sofroniew,
2009), kao i ponovna ekspresija SOX2 i SOX9 (Bani-Yaghoub et al., 2006; Sun et al., 2017). Nasi
rezultati pokazali su da povecana ekspresija SOX2 dovodi do povecanja vijabilnosti 1 proliferativnog
potencijala NT2/A. Prve indikacije o uticaju SOX2 na proliferativni kapacitet zrelih astrocita
objavljene su u studiji Bani-Yaghoub i saradnika, koji su pokazali da se nakon in vitro mehanicke
povrede SOX2 ponovo eksprimira u ¢elijskim kulturama utiSanih misjih astrocita, koji poveéavaju
svoj proliferativni kapacitet (Bani-Yaghoub et al., 2006). Rezultati naSih eksperimenata potvrduju
ove indikacije 1 daju dokaz o direktnom uticaju SOX2 na ponovno sticanje proliferativnog kapaciteta
zrelih astrocita. S druge strane, povecana ekspresija SOX9 u utiSanim NT2/A nije uticala na
vijabilnost 1 proliferaciju ovih ¢elija, ali je dovela do povecanja migratornog kapaciteta NT2/A.
Interesantno je da su rezultati studije koja je radena na kulturama misjih astrocita kicmene mozdine
aktiviranih ATP-om pokazali da SOX2 ne utice na proliferaciju ovih ¢elija ve¢ da je SOX2 ukljucen
u povecanu proliferaciju 1 vijabilnost astrocita (Xia & Zhu, 2015). Razlike u sprezi SOX2 1 SOX9 i
funkcionalnih karakteristika astrocita mogle bi biti povezane sa poreklom astrocita, odnosno okolnog
tkiva u kome su lokalizovani, kao i tipom povrede. Naime, u zavisnosti od tipa 1 konteksta povrede,
razliciti stimulusi, oslobodeni usled oste¢enja tkiva, mogu aktivirati brojne unutarcelijske kaskade u
reaktivnim astrocitima, $to, utice na fenotipski status astrocita, a to finalno dovodi do razli¢itih ishoda
u procesu oporavka nervnog tkiva (Zamanian et al., 2012).

Vise studija govori o tome da profil ekspresije gena reaktivnih astrocita odgovara profilu
ekspresije gena specificnom za prekursore astrocita tokom razvi¢a mozga i rane (nezrele) postnatalne
astrocite (Chaboub et al., 2016; Zhou, 2016). Vodeni ovim literaturnim podacima, u ovoj doktorskoj
tezi ispitano je da li povecana ekspresija SOX9 u zrelim astrocitima reaktivira istu transkripcionu
regulatornu kaskadu koja je aktivna tokom inicijacije gliogeneze. Podaci iz studije radene na
ki¢menoj moZzdini embriona pileta i miSa pokazali su da SOX9 direktno reguliSe ekspresiju proteina
NFIA (Kang et al., 2012). SOX9 i NFIA formiraju kompleks i ko-reguliSu ekspresiju seta gena,
ukljucujuci gen Apcddl, koji igra klju¢nu ulogu u migraciji astrocitnih prekursora tokom gliogeneze
1 gen Zcchc24 koji se povezuje sa njihovom metabolizmom (Kang et al., 2012). Nasa studija pokazala
je da povecana ekspresija SOX9 u zrelim NT2/A dovodi do povecane ekspresije gena NFIA,
APCDDI i ZCCHC24. APCDDI1 igra klju¢nu ulogu u migraciji astrocitnih prekursora, verovatno
kroz interakciju sa Rho GTP-azom (Kang et al., 2012). U skladu s tim, moZemo pretpostaviti da se
povecani migratorni potencijal zrelih NT2/A, detektovan nakon poveéane ekspresije SOX9 u zrelim
astrocitima, moze pripisati povecanoj ekspresiji gena APCDD]I. Interesantno je da je migratorni
kapacitet zrelih NT2/A sa egzogeno povecanom ekspresijom SOX9 dostigao migratorni kapacitet
NT2/A ranih faza sazrevanja koji endogeno visoko eksprimiraju SOX9. Nasi rezultati pokazuju da
SOX2 i SOX9 ucestvuju u regulaciji proliferacije i migracije, vaznih funkcionalnih osobina astrocita
povezanih sa aktivacijom. Proliferacija i migracija astrocita imaju klju¢ni znac¢aj u formiranju glijskog
oziljka (Lagos-Cabre et al., 2019; Wanner et al., 2013). Ovi precizno regulisani procesi omogucéavaju

61



reaktivnim astrocitima da formiraju barijeru koja sprecava Sirenje inflamacije na okolno tkivo (Lagos-
Cabre et al., 2019; Sofroniew, 2014; Wanner et al., 2013), stoga je od izuzetnog znacaja rasvetljavanje
molekularnih mehanizama koji stoje u njihovoj osnovi. Nasi rezultati su u saglasnosti sa studijama
koje pokazuju da su setovi gena, €ija je aktivnost vezana za formiranje glijskog oziljka, prepoznati
kao ciljni geni SOX2 i SOX9 regulatornih proteina transkripcije (Chen et al., 2019; Gris et al., 2007).
Iako su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se razlucilo koje komponente signalnih puteva se nalaze
pod kontrolom SOX2 i SOX9 tokom reaktivne astroglioze, nasi rezultati i podaci iz literature (Chen
etal., 2019; Lim et al., 2007) sugeriSu da bi SOX2 1 SOX9 ili njihovi ciljni geni mogli biti specifi¢no
moduhsanl radi usmeravanja reaktivnih astrocita u smeru regeneracije i oporavka nervnog tkiva.

Astrociti ostvaruju kljuénu ulogu u odrzavanju homeostaze glutamata u CNS-u, preko
glutamatnih transportera GLTI/EAAT2 i GLAST/EEATI na svojoj membrani (Andersen et al.,
2021). Smanjena ekspresija ovih transportera (kodiranih genima SLCI1A42 1 SLC1A3) u astrocitima
usled razli¢itih patoloskih stanja CNS-a, dovodi do glutamatom posredovane ekscitotoksi¢nosti koja
za posledicu ima oStecenje ili smrt neurona. Smanjena ekspresija glutamatnih transportera uocava se
u mozgu tokom starenja, u razli¢itim patologijama, poput traumatskih povreda mozga i u brojnim
neurodegenerativnim oboljenjima (Kutzing et al., 2012; Y1 & Hazell, 2006). Rezultati gPCR-a analize
pokazali su da povecana ekspresija SOX9 dovodi do povecane ekspresije gena SLCIA3, koji kodira
glutamatni transporter GLAST/EAAT], §to je u skladu sa studijom Kang i saradnika koja pokazuje
da SOX9 posredno, preko regulacije NFIA, podsti¢e ekspresiju glutamatnog transportera Glast u
astrocitnim prekursorima pileta (Kang et al., 2012). Zanimljivo, literaturni podaci ukazuju da se
GLAST/EAAT]I cesto smatra markerom nezrelih postnatalnih astrocita, a poznato je da je u njima
SOX9 1 dalje visoko eksprimiran (Sun et al., 2017). Ovi podaci zajedno ukazuju na ulogu SOX9 u
regulaciji GLAST tokom ranih faza diferencijacije i sazrevanja astrocita. Sa druge strane, ekspresija
gena SLCIA2 koji kodira GLTI/EAAT?2 se nije promenila u uslovima povec¢ane ekspresije SOX9 u
zrelim NT2/A. Tako je povecana ekspresija SOX9 izazvala samo blago povecanje ekspresije gena
SLCIA43 1 nije uticala na ekspresiju gena SLCIA2, znaCajno je doprinela povecanju kapaciteta
astrocita za preuzimanje glutamata iz medijuma. MoZe se pretpostaviti da je povecana ekspresija
SOX9 preko regulacije gena SLCI/A3 doprinela povecanom kapacitetu astrocita za preuzimanje
glutamata, dok su u regulaciju ekspresije GLT-1 uklju¢eni drugi molekularni mehanizmi nezavisni
od SOX9. Na primer, razlicite studije su pokazale je da je u regulaciju GLT-1 ukljucen
cAMP/PKA/CREB (engl. cyclic adenosine monophosphate/protein kinase A/cAMP Response
Element-Binding Protein) 1 NFxB signalni put (Gegelashvili et al., 2000; Liu et al., 2016; Martinez-
Lozada et al., 2016; Takahashi et al., 2015). Bitno je ista¢i da ekspresija glutamatnih transportera na
astrocitima moze zavisiti od miljea u kome se astrociti nalaze. Studije na astrocitima pacova pokazale
su da je ekspresija Glt-1 u astrocitima povecava kada se gaje u ko-kulturi sa neuronima, u odnosu na
ekspresiju ovog transportera u ¢istim kulturama astrocita (Schlag et al., 1998; Swanson et al., 1997).
Pretpostavlja se da neuroni svoj efekat na povecavanje ekspresije GLT-1 ostvaruju preko efektorskih
molekula kao Sto je aktivator adenilatne ciklaze- PACAP (engl. Pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide) (Figiel & Engele, 2000; Resch et al., 2014). Sandhu i saradnici su uocili da je
nivo ekspresije SLC1A43 (kodira EAAT1) veéi u odnosu na nivo SLC1A42 (kodira GLT-1/EAAT2) u
NT2/A. Ovaj rezultat su objasnili time §to su za eksperimente kori§¢ene Ciste kulture astrocita, bez
prisustva neurona (Sandhu et al., 2002). Bez obzira na niZu ekspresiju GLT-1/EAAT2 u odnosu na
GLAST/EAATI u astrocitima, pokazano je da su NT2/A funkcionalni u preuzimanju glutamata iz
medijuma (Sandhu et al., 2002). Stavise, blokiranje GLT-1 transportera kainatom je dovelo do
blokiranja preuzimanja glutamata iz medijuma. Ovi podaci ukazuju na klju¢nu ulogu GLT-1
transportera u regulaciji preuzimanja glutamata, nezavisno od nivoa njegove ekspresije u NT2/A.
Zakljucno, blago povecanje ekspresije SLC1A43 (kodira GLAST/EAATTI) usled poveéane ekspresije
SOXO9 bilo je dovoljno da znacajno poveca kapacitet NT2/A za preuzimanje glutamata. Medutim,
dodatni molekularni mehanizmi koji u€estvuju u regulaciji glutamatnih transportera, nezavisni od
SOX9, kao i uticaj regulatornih proteina koje luCe neuroni ostaju otvoreno polje za buduca
istrazivanja. miR-21 je bitan regulator funkcije astrocita koji moze pospesiti oporavak nakon povrede
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kicmene mozdine, in vitro i in vivo (Bhalala et al., 2012; Liu et al., 2018). Pokazano je da miR-21
nakon povrede ki¢mene mozdine povecava proliferaciju i inhibira apoptozu astrocita (Liu et al.,
2018). Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da smanjenje ekspresije miR-21 dovodi do
smanjenja proliferacije NT2/A. Zanimljivo je da je ovaj efekat primetan ne samo u kulturi
ranih/nezrelih astrocita, koja se uglavnom sastoji od mitoticki aktivnih ¢elija, ve¢ i u kulturi zrelih
NT2/A, gde je proliferativni kapacitet znacajno smanjen. Ova pro-proliferativna funkcija miR-21
opisana je i u drugim ¢elijskim kontekstima, uglavnom u razli¢itim vrstama maligniteta, ukljucujuci
glioblastom (Gaur et al., 2011; Lou et al., 2010). Interesantno, nasi rezultati pokazuju da se ekspresija
miR-21 ne smanjuje u zrelim NT2/A, uprkos zna¢ajnom smanjenju proliferativnog kapaciteta ovih
éelija. Cinjenica da astrociti odrzavaju odredeni nivo ekspresije miR-21 tokom sazrevanja ukazuje na
to da je ova miRNK vazna za fiziolosku aktivnost astrocita, najverovatnije kroz sprecavanje preranog
ulaska u senescenciju. Zaista, smanjenje proliferativnog kapaciteta NT2/A izazvano utiSavanjem
miR-21 praceno je povecanom ekspresijom inhibitora ¢elijskog ciklusa, gena p21Waf1/Cipl i TP53
1 povec¢anom aktivnos¢u SA-B-galaktozidaze koji predstavljaju glavne odlike senescentnog fenotipa,
Sto ukazuje na potencijalnu ulogu miR-21 u senescenciji. Prema nasim saznanjima, ovo je prva studija
koja ukazuje na povezanost izmedu miR-21 1 senescencije astrocita. Postoje studije na drugim
¢elijskim modelima koje povezuju razli¢ite miRNK sa senescencijom. Slicno kao u nasoj studiji,
studija na humanim U87 ¢elijama glioma tumora je pokazala da utiSavanje ekspresije miR-21 u ovim
¢elijama dovodi do smanjenja proliferativnog kapaciteta i indukcije njihove senescencije (Chai et al.,
2018). Sa druge strane, pokazano je da miR-21 u humanim endotelnim celijama preko regulacije
ekspresije gena DNMT1 i SIRT1 enzima dovodi do smanjene proliferacije ovih ¢elija 1 indukuje
njihovu senescenciju (Mensa et al., 2020). Nasa in silico analiza otkrila je dvadeset Cetiri gena
povezana sa senescencijom koje potencijalno reguliSe miR-21. Za nekoliko od ovih gena (TIMP3,
TGFBI, ILI124, RECK, VCL, COL4A1 1 EHDI), eksperimentalno je pokazano da se povecano
eksprimiraju u humanim senescentnim astrocitima kod kojih je senescencija izazvana oksidativnim
stresom (Crowe et al., 2016). Razlicite studije su potvrdile da miR-21 u razli¢itim tipovima celija
direktno reguliSe neke od ovih gena, ukljucuju¢i TIMP3, RECK, SMAD7, SATB1, PITX2, MAP2K3,
BTG2, CCL20 i ANKRD46 (Gabriely et al., 2008; Liu et al., 2009; Marts et al., 2017; Yan et al.,
2011). Sve navedeno ukazuje da je miR-21 potencijalni regulator senescencije astrocita, iako su
neophodna dodatna istrazivanja za bolje razumevanje preciznih mehanizama njenog delovanja u
kontroli ovog procesa. Senescencija, kao vazan faktor u razvoju neurodegenerativnih bolesti, je u
sredistu naucnog fokusa poslednjih decenija. Ipak, ovaj fenomen i dalje nije dovoljno istrazen, $to
naglasava znacaj daljeg proucavanja molekularnih mehanizama koji leze u njegovoj osnovi.

Proces reaktivne astroglioze predstavlja kompleksan niz dogadaja koji obuhvata promene u
ekspresiji brojnih gena, pri ¢emu upravo te promene odreduju fenotipske promene koje uticu na
finalni ishod patoloSkog procesa. Astrociti se aktiviraju u odgovoru na razlicite tipove patoloskih
stanja CNS-a, i u tom procesu mogu ostvariti i pozitivne i negativne efekte na oporavak nervnog
tkiva. Ciljanim modifikovanjem ekspresije specifi¢nih gena u astrocitima moguce je modulisati
odredene fenotipske osobine astrocita, sa namerom da se promovisu neuroprotektivne i eliminisu
Stetne funkcije astrocita i1 time ostvari pozitivan efekat na oporavak nervnog sistema nakon povrede
(Liddelow & Barres 2017). Interesantni su rezultati dobijeni na transgenim miSevima sa ciljano
uklonjenim genima za GFAP i vimentin (GFAP-/-Vim-/-). Kod ovih Zivotinja, nakon povrede
entorinalnog korteksa, ne dolazi do hipertrofije astrocitnih nastavaka, §to rezultira ve¢im gubitkom
neuronalnih sinapsi u poredenju sa miSevima divljeg soja (Wilhelmsson et al., 2004). Ova studija
ukazuje na to da reaktivni astrociti pomazu oporavak nervnog tkiva u akutnoj fazi nakon povrede
CNS-a i sugeriSe da je hipertrofija astrocitnih nastavaka, povezana sa reaktivnom astrogliozom, od
kljuénog funkcionalnog znacaja. Reaktivni astrociti, kao glavne ¢elijske komponente glijskog oziljka,
mogu proizvoditi anti-regenerativne molekule, poput hondroitin sulfat proteoglikana (engl.
chondroitin sulfate proteoglycans, CSPGs), ili pro-regenerativne molekule, poput laminina i
fibronektina koji zajedno doprinose formiranju matkriksa glijskog oziljka (Gris et al., 2007).
Hondroitin sulfat je komponenta vancelijskog matriksa koja je prepoznata kao primarni inhibitor

63



oporavka aksona nakon povrede (McKillop et al., 2013). Zanimljivo je da nivo ekspresije SOX9 u
¢elijama moze biti kljuCan za balans izmedu produkcije pro- 1 anti-regenerativnih molekula
vanéelijskog matriksa koje proizvode astrociti (Gris et al., 2007). Stavise, ciljano uklanjanje gena
SOX9 iz astrocita smanjuje nivo CSPG nakon povrede ki¢mene mozdine, povecava neuroplasti¢nost
i oporavak motornih funkcija miSeva (McKillop et al., 2013). Suprotno tome, rezultati studije Shin i
saradnika pokazuju da povecana ekspresija SOX9 u reaktivnim astrocitima, indukovana primenom
PLGA (engl. poly-lactic-co-glycolic acid) nanoCestica, smanjuje neuroloske deficite i veliinu
infarkta nakon ishemijskog oSte¢enja mozga, pruzajuci potencijalnu terapijsku opciju za oporavak
nervnog tkiva (Shin et al., 2024). Nasi rezultati sugeriSu da je SOX9 ukljucen u regulaciju migracije
astrocita, verovatno kroz aktivaciju iste transkripcione regulatorne kaskade koja je aktivna tokom
gliogeneze. Imaju¢i u vidu da reaktivni astrociti ponovo sticu povecan migratorni kapacitet i tokom
formiranja glijskog oziljka nakon teskih oSte¢enja CNS-a (Lagos-Cabre et al., 2019), modulacijom
ekspresije SOXO9 ili njegovih ciljnih gena moglo bi se uticati na migratorne sposobnosti reaktivnih
astrocita, a samim tim 1 na dalji tok reaktivne astroglioze. Otuda su bitna dalja istrazivanja u cilju
boljeg razumevanja mehanizama koji se nalaze u osnovi migratornih sposobnosti astrocita. Dobijeni
rezultati otvorili bi nove mogucnosti za terapeutsko delovanje usmereno na modulaciju reaktivne
astroglioze u cilju spre¢avanja daljih oStecenja i sanacije nervnog tkiva nakon povrede. Nasa studija
pokazuje da povecana ekspresija SOX9 povecava kapacitet zrelih astrocita za preuzimanje glutamata,
Sto bi moglo imati potencijalni terapeutski znacaj s obzirom na to da je glutamatom posredovana
ekscitotoksi¢nost zabelezena u razliitim patologijama CNS-a, ukljuc¢uju¢i TBI (Sarkar &
Hochedlinger, 2013; Todd & Hardingham, 2020; Yi & Hazell, 2006) i neurodegenerativne bolesti
(Sattler & Rothstein, 2006). Medu genima koje reguliSe SOX2, mnogi (poput Nr2el, Mmd2, Wnt7a
1 Akt2) su povezani sa aktivacijom i proliferacijom astrocita nakon TBI ili drugih bolesti mozga (Chen
et al., 2019), Sto je u skladu sa naSim rezultatima koji pokazuju da SOX2 povecava vijabilnost i
proliferaciju astrocita. Takode, pokazano je da ciljano uklanjanje SOX2 iz astrocita adultnih miseva
znacajno smanjuje glijski odgovor na kontrolisanu povredu korteksa i poboljSava oporavak miseva
nakon povrede (Chen et al., 2019). Navedeni podaci sugeriSu da SOX2 reguliSe funkciju astrocita
putem razlicitih signalnih puteva i da ovaj regulatorni protein transkripcije ili njegovi ciljni geni
predstavljaju potencijalne mete za terapeutske intervencije.

miRNK su u poslednjih nekoliko decenija postale vrlo interesantne sa terapeutskog aspekta,
imajuéi u vidu njihovu bitnu ulogu u regulaciji ekspresije gena. Terapeutske strategije bazirane na
oligonukleotidima imaju potencijal da lece Sirok spektar bolesti za koje trenutno ne postoje lekovi
(Thakur et al., 2022). U ovu svrhu se koriste sinteti¢ki sintetisani oligonukleotidi koji deluju tako $to
zamenjuju funkcije miRNK c¢ija je ekspresija smanjena u razli¢itim patologijama CNS-a (engl.
miRNA mimics) ili tako $to utiSavaju njihovu ekpresiju (engl. antisense-miR) ili ih razgraduju u
slu¢ajevima kad su prekomerno eksprimirane (Samad & Kamaroddin, 2023). Mala duZina miRNK
(~22 nuklotida) ¢ini ih pogodnim i za dizajn lekova i za transfer u in vivo sisteme putem odobrenih
sistema za transfer lekova koji su u primeni kod ljudi (Bai & Bian, 2022). Takode, jedna miRNK
reguliSe ekspresiju veceg broja gena, stoga se miRNK-bazirane terapeutske strategije mogu koristiti
za regulaciju Citavih signalnih puteva, a ne samo jednog gena (Bai & Bian, 2022; Baumann &
Winkler, 2014). Sa druge strane, to moze dovesti do nezeljenih efekata, kao $to je modulacije
ekspresije gena koji nisu primarno ciljani terapijom (engl. “off targets”), sto posledi¢no dovodi do
poremecaja fizoloskih ili pojave novih nezeljenih funkcija ¢elija (Samad & Kamaroddin, 2023). Stoga
je detaljno proucavanje molekularnih mehanizama putem kojih miRNK ostvaruju svoje uloge klju¢no
za minimalizovanje ovih neZeljenih efekata, $to bi omogucilo razvoj efikasnijih i sigurnijih terapijskih
strategija. NasSa istrazivanja ukazuju na potencijalni znac¢aj miR-21 u regulaciji senescencije astrocita.
Kao $to je ranije pomenuto, senescentni astrociti povezani su s razli¢itim patologijama CNS-a (Cohen
& Torres, 2019). Gubitak fizioloSkih funkcija astrocita uzrokovan senescencijom ima znacajan uticaj
na proces starenja mozga i razvoj neurodegenerativnih poremecaja (Baker & Petersen, 2018).
Razumevanje mehanizama kojima miRNK doprinose senescenciji astrocita moglo bi imati aplikativni
znacaj. Dodatno, postoje dokazi koji sugeriSu da miR-21 utice na regulaciju ekspresije gena ¢ija je
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ekspresija povecana u senescentnim astrocitima (Gabriely et al., 2008; Liu et al., 2009; Marts et al.,
2017; Yan et al., 2011). Zanimljivo je da se medu ciljnim genima miR-21 nalaze geni koji su deo
SASP-a, poput gena =za interleukin 12A (IL12A), hemokin CCL20, TGFB i inhibitora
metaloproteinaza TIMP3 i RECK. Ovo ¢ini miR-21 posebno interesantnim sa terapeutskog aspekta,
jer bi modulacija njene ekspresije potencijalno mogla doprineti eliminaciji Stetnih karakteristika
senescentnih astrocita ili ¢ak potpuno spreciti njihovu senescenciju. Pored senolitika, koji dovode do
uklanjanja senescentnih ¢elija, sa terapeutskog aspekta sve veci znacaj dobijaju senomodulatori. Ova
jedinjenja sprecavaju ekspresiju gena uklju¢enih u SASP, ¢ime se smanjuje rizik od inflamacije
povezane sa starenjem (Lagoumtzi & Chondrogianni, 2021; Lu et al., 2023). Kao senomodulatori se
najcesce koriste prirodna jedinjenja (resveratrol, rapamicin, apigenin, kaempferol, 1 drugi) za koje je
na razli¢itim ¢elijskim linijjama fibroblasta pokazano da inhibiraju ekspresiju razli¢itih komponenti
SASP-a (Laberge et al., 2015; Lim et al., 2015; Menicacci et al., 2017), uglavnom preko inhibicije
NF-kB signalnog puta (Lim et al., 2015; Xu et al., 2018). Za komponente iz semena biljke rambutan
pokazano je da direktno inhibiraju sintezu iRNK koja kodira pro-inflamatorne faktore kao sto su: IL-
6, IL-8, IL-1a, and IL-1pB. Takode, ovaj senomodulator inhibira ekspresiju ¢elijskih inhibitora P16,
P21, P53, smanjuje intenzitet aktivnosti SA-B-gal u humanim fibroblastima koze (Lagoumtzi &
Chondrogianni, 2021; Lee et al., 2020). NaSa istrazivanja su pokazala da miR-21 modulise ekspresiju
inhibitora celijskog ciklusa P53 1 P21 u NT2/A. Takode, nasa in silico analiza je pokazala da ova
miRNK potencijalno reguliSe neke od gena ukljuc¢enih u SASP (IL124, CCL20, TGFp, TIMP3 i
RECK). U budu¢im istrazivanjima bilo bi interesantno eksperimentalno potvrditi ulogu miR-21 u
regulaciji ekspresije ovih gena. Navedeni rezultati i podaci iz literature navode na zakljuc¢ak da bi
miR-21 uz dodatna istrazivanja, potencijalno mogla da se iskoristi kao senomodulator. Modifikacija
njene ekspresije u senescentnim astrocitima bi potencijalno mogla da ublaZzi ili spreci neke od
karakteristika senescentnog fenotipa. Ipak, potrebne su dalje funkcionalne analize kako bi se otkrili
mehanizmi povezani sa miR-21 i senescencijom astrocita.
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6. Zakljucci

Na osnovu dobijenih eksperimentalnih rezultata, mogu se izvesti slede¢i zakljuccei:

1. Tokom sazrevanja NT2/A in vitro, ove ¢elije menjaju svoju morfologiju od dominantno fibrozne
tokom prve dve nedelje sazrevanja do protoplazmati¢ne u Cetvrtoj nedelji sazrevanja (utiSani/zreli
NT2/A). NT2/A odlikuje ekspresija karakteristicnih markera astrocita (GFAP, Vimentin i S100B) i
pokazuju smanjenje proliferativnog kapaciteta sa sazrevanjem.

2. Ekspresija SOX2 i1 SOX9 se postepeno smanjuje tokom sazrevanja NT2/A. Ekspresija miR-21 se
odrZava na visokom nivou i u ranim (prva nedelja sazrevanja) i u zrelim NT2/A (Cetvrta nedelja
sazrevanja).

3. Reaktivna astroglioza indukovana povredom na in vivo i in vitro model sistemu dovodi do
povecanja ekspresije SOX2 1 SOX9 u reaktivnim astrocitima.

4. Ekspresija SOX2 povecana lentiviralnom transdukcijom u zrelim NT2/A dovodi do povecane
vijabilnosti 1 proliferativnog kapaciteta ovih ¢elija, dok povecana ekspresija SOX9 dovodi do
povecanja migratornog kapaciteta ovih ¢elija.

5. Povecana ekspresija SOXO9 u zrelim NT2/A dovodi do povecanja ekspresije gena NFIA, APCDD]
1 ZCCHC24, odnosno do reaktivacije transkripcione regulatorne kaskade prisutne tokom gliogeneze.
Takode, povecana ekspresija SOX9 dovodi do povecane ekspresije gena SLCIA3 koji kodira
EAATI/GLAST glutamatni transporter kao i zna€ajnog povecanja kapaciteta NT2/A za preuzimanje
glutamata.

6. UtiSavanje ekspresije miR-21 u ranim i zrelim NT2/A dovodi do smanjenja proliferativnog
kapaciteta ovih ¢elija, povecanja ekspresije gena p21Waf1/Cipl 1 TP53 i povecanja intenziteta SA-f3-
gal signala.

7. Povecana ekspresija mitotskih inhibitora i intenziteta SA-B-gal signala u uslovima utiSane
ekspresije miR-21, sugeriSe na ulazak NT2/A u senescenciju, Sto ukazuje na potencijalnu ulogu miR-
21 u regulaciji senescencije astrocita.

Rezultati ove doktorske teze doprinose razumevanju uloge SOX2, SOX9 1 miR-21 u kompleksnim
fenotipskim osobinama astrocita i rasvetljavanju molekularnih mehanizama koji leze u osnovi
aktivacije i senescencije astrocita te ukazuju na potencijalnu moguénost modulacije ovih regulatornih
proteina kao osnove za razvoj novih terapeutskih strategija za oporavak CNS-a.
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N3jaBa o0 ayTopcTBYy

Nme u npe3ume ayropa _ Banpa b. banusTt

Bpoj ungexkca __M3004/2018

HUzjaBbyjem

J1a je TOKTOpCKa ArcepTallija moj HacI0BOM

Yruiaj rega SOX2 u SOX9 1 miR-21 Ha deHOTHIICKE KAPAKTEPUCTUKE ACTPOLIMTA ITOPEKIOM 0T
maypunoreHTHHX NT2/D1 henuja.

® pE3yaTaT COICTBEHOT UCTPAXKUBAUKOT Paja;

e Ja AucepTanyja y LEeJMHU HU y JEOBUMA HHUje Ouiia MpeaiokKeHa 3a CTUIAkE IpyTe
JUIIIOME IpeMa CTYANjCKUM NPOorpaMiMa IPYTUX BUCOKOIIKOJICKHX yCTAaHOBA,

e J1a Cy pe3yJTaTH KOPEKTHO HaBEACHU U

e Jla HHCaM KpIIMO/JIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTUO/JIa UHTENIEKTYaJIHy CBOJUHY JPYTUX
JULA.

Hornuc ayropa

V¥ Bbeorpany,




M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE H €JIEKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOT pajaa

Nwme u npe3ume ayropa _ Banna b. banunT

Bpoj nanekca _ M3004/2018

Crynujcku nporpam _buosoruja

HacnoB pana _VYtumaj rera SOX2 u SOX9 u miR-21 Ha GeHOTUTICKE KAPAKTEPUCTHKE aCTPOLIUTA
nopeksiom of mrypunoreHTHux NT2/D1 henuja.

MenTopu Jp Anpapujana Jlaszuh

akanemunk Mwiena CreBanosuh

U3jaBipyjem aa je mrammnaHa Bep3uja MOT TIOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3UJH KOJY
caM TIpeao/aa paay noxpamuBama y JJururajaHom penosuropujymy YHuBep3utera y beorpany.

Jlo3BospaBaM J1a ce o0jaBe MOjU JIMYHU MOJAIM BE3aHU 3a J00Mjame aKaJeMCKOT Ha3uBa JTOKTOpPa
HayKa, Kao LITO Cy MMe U Mpe3uMe, TOANHA U MECTO polema u 1aTym ondopaHe paja.

OBM JNWYHM TOAALM MOTY c€ O0jaBHUTH Ha MPEXHHM CTpaHWIAMa JIUTHTAIHE OMOIHOTEeKe, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory M y myOiuKanujama YHuBep3utera y beorpany.

Hornuc ayropa

Y beorpany,




N3jaBa 0 kopumhemy

Osnanthyjem YHUBEp3UTETCKY OMOIMOTEKY ,,CBeT03ap MapkoBuh* na y JIururaaHu perno3uTopujym
VYHuBepsuteta y beorpany yHece Mojy TOKTOPCKY AMCEPTAIH]y TIOJ] HACTIOBOM:

Yruuaj resa SOX2 u SOX9 u miR-21 Ha deHOTUIICKE KADAKTEPUCTUKE ACTPOLIUTA ITOPEKIOM OJI

mwiypunoreataux NT2/D1 henuja

KOja je MOje ayTOPCKO JEJO.

Jucepranujy ca CBUM MPHUIO3MMa MpPEao/iaa caM y €JIeKTPOHCKOM (hopMaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXHUBHpAmbe.

Mojy IOKTOpCKY HAWCEpTalujy MOXpameHy y JIUruTalHOM perno3uTopujyMy YHHBEp3UTETa Y
beorpagy u IOCTymHY y OTBOPEHOM MPHUCTYIy MOTY Jia KOPUCTE CBU KOjU TIOIITYjy oapende
caapkane y omabpanom tumy Jmnenne Kpearusne 3ajequuiie (Creative Commons) 3a KOjy cam ce
OJUTy4HO/JIa.

1 Aytopctso (CC BY)

AyTtopctBo — HekoMepijarHo (CC BY-NC)

AyTOpPCTBO — HEKOMEPIHjalTHO — AenuTH o uctuM ycinosuma (CC BY-NC-SA)

2.
@ AyTtopcTBo — HekoMmepIHjanHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)
4.
5. AytopctBo — 6€3 ipepana (CC BY-ND)
6.

AyTtopcTBo — nenutH noj uctuM ycinosuma (CC BY-SA)

(MonuMo 1a 3a0Kpy»KHTE caMo jeiHy oJ miecT monyhenux nuieHnu. Kparak omuc JHICHIHN je
CacCTaBHHM JICO OBE U3jaBe).

IHoTrnuc ayropa

Y beorpany,




1. AytopcrBo. Jlo3BOJbaBaTe yMHOXKaBame, JAUCTPUOYLM]Y M jaBHO CaoNIlNTaBame Jena, U
npepajie, ako ce HaBe/Ie UMe ayTopa Ha HauMH oJpeleH o1 cTpaHe ayTopa WK JaBaolia JUICHIIE,
JaK ¥ y Komepijaiaae cepxe. OBo je Hajca000/1HH]a O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyTOpCTBO — HeKoMepuUHUjaJHO. J[03BOJbaBaTe YMHOXKaBame, TUCTPUOYLH]y M JaBHO
CaOIIITABAKE JIeNIa, U MIPEpaje, ako ce HaBeJe NMe ayTopa Ha HauuH oapeheH ox cTpaHe ayTopa
WM JaBaolia junenie. OBa JIMIeHna He 103B0JbaBa KOMEpLIHjaJIHy YIOTpeOy aena.

3. AYTOpPCTBO — HeKOMepPUHjaIHO — 0e3 nmpepana. Jl03BosbaBaTe yMHOKABAKE, JUCTPUOYITH]Y
Y JaBHO CaoMIIITaBamke jiesa, 0e3 mpoMeHa, MpeoOIuKOBama WK yIoTpeoe 1eia y CBOM Jey, ako
ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH ojipel)eH o1 CTpaHe ayTopa WK AaBaolia guiieHue. OBa JuieHma
HE J103B0JbaBa KOMEpILMjalIHy YIoTpeOy Aena. Y 0JJHOCY Ha CBE OCTalle JIULEHIIE, OBOM JIMIIEHLIOM
ce orpannyaBa Hajehu oOum mpaBa kopulthemwa aena.

4. AyTOpcTBO — HEKOMEpUMjaJHO — JeJUTH IOJ HMCTHM YycaoBuMma. Jlo3BosbaBare
YMHOKaBame, TUCTPUOYIIH]Y 1 JaBHO CAOIIITaBaKkE JIea, U TIPepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa
Ha Ha4YMH ofipel)eH o/ cTpaHe ayTopa WM JlaBaolia JIMLEHIIE U aKo ce Mpepajia JUCTpudyurpa moj
UCTOM WJIM CIUYHOM JuieHIIoM. OBa JIMIIEHIIa HE J03BOJbaBaKOMEPIHjalIHy YNOTpeOy nena u
npepaja.

5. AyropctBo — 0e3 mpepana. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, IUCTPUOYLHU]y U JaBHO
CaolIITaBame Jena, 0e3 mpoMeHa, MPeoOIMKOBaka Wi ynorpede jaena y CBOM ey, ako ce
HaBeJle UME ayTopa Ha Ha4uH oapeheH oj cTpaHe ayTopa WM jaaBaoua juieHie. OBa JHIIEHIIa
JI03BOJhaBa KOMEPIIHjaTHY YIIOTpeOy Jera.

6. AYTOpPCTBO — AeJIMTH MOA UCTHM YycJIOBHMA. J[03BOJbaBATE YMHOXKABAKE, TUCTPHOYIIH]YH
JaBHO caoIIITaBame Jeia, U Mpepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH onpeleH of cTtpaHe
ayTopa WJIM JaBaolla JIMIEHIIE W aKo Cce Npepaga AUCTPUOyHpa IOJ HWCTOM WM CIUYHOM
munieHnioM. OBa JHUIEHIIa J03BOJbaBa KOMEPIHMjAIHY ymnoTpeOy nena u mpepama. CiudHa je
co(pTBEpCKUM JIHIIEHIIaMa, OJTHOCHO JINIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.



