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

 

 

Sažetak 

 

Astrociti su glavne homeostatske ćelije centralnog nervnog sistema (CNS), sa jedinstvenom 
sposobnošću da se aktiviraju u odgovoru na različita patološka stanja CNS-a. Poznato je da tokom 
procesa aktivacije ponovo stiču određene osobine astrocitnih prekursora, uključujući ponovnu 
ekspresiju regulatornih proteina SOX2 i SOX9. Iako su uloge SOX2 i SOX9 u gliogenezi poznate, 
njihove funkcije u zrelim astrocitima nisu u potpunosti razjašnjene. MikroRNK (miRNK) 
predstavljaju bitne regulatore različitih funkcija astrocita, pri čemu miR-21 ima značajnu ulogu u 
reaktivnoj astrogliozi. Međutim, njena uloga u drugoj značajnoj fenotipskoj promeni astrocita, 
senescenciji, nije poznata. Primenom lentiviralne transdukcije, imunofluorescencije i Western blot-a 
na astrocitima poreklom od NT2/D1 ćelija (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 povećava proliferativni kapacitet NT2/A, dok SOX9 povećava migratorni 
kapacitet. Takodje, pokazano je da SOX9 povećava ekspresiju NFIA i glutamatnog transportera 
GLAST kao i da dovodi do povećanja kapaciteta za preuzimanje vanćelijskog glutamata u zrelim 
astrocitima. Sa druge strane, utišavanje miR-21 smanjuje proliferaciju astrocita i potencijalno pomaže 
njihov ulazak u senescenciju. Naši 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 mogućnost za njihovu modulaciju 
koja bi potencijalno mogla doprineti razvoju novih terapeutskih strategija za regeneraciju tkiva i 
oporavak CNS-a. 
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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 NFIA 
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. 
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1. Uvod 
1.1. Geni SOX/Sox familije 
1.1.1. Funkcije gena SOX/Sox familije 

Razviće kod viših organizama uključuje kompleksnu genetičku regulaciju na molekularnom 
nivou. U regulaciju razvića uključeno je nekoliko familija ključnih regulatornih gena. Geni familije 
SOX/Sox (engl. Sry-related HMG box genes) predstavljaju evolutivno mladu familiju gena bitnih za 
regulaciju razvića. Prvootkriveni član familije SOX/Sox gena bio je gen Sry (engl. Sex-
determining Region Y), otkriven 1990. godine kao gen sa funkcijom u određivanju muškog pola 
(Prior & Walter, 1996). Tokom kloniranja ovog gena, otkriveni su i drugi geni koji sa genom Sry dele 
homologiju u okviru DNK vezujućeg 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 regulišu mnoge procese tokom razvića, a uključeni su i u održavanje 
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 i vrše njihovu 
regulaciju. HMG boks se sastoji od 79 aminokiselina koje omogućavaju specifično vezivanje za 
sekvencu na molekulu DNK (A/T A/T CAA A/T) (Harley et al., 1994; Stevanovic et al., 2021). SOX 
regulatorni proteini regulišu mnoge procese tokom razvića, kao što je održavanje pluripotentnosti 
matičnih ćelija, ćelijska proliferacija, specijalizacija ćelija, kao i terminalna diferecijacija ćelija u 
tkiva i organe (Stevanovic et al., 2021). Do danas je opisano 20 članova SOX/Sox familije gena kod 
čoveka i miša koji se dele u 8 grupa označenih slovima od A do H (Schepers et al., 2002) (Tabela 1). 
Pored HMG boks domena, SOX proteini sadrže i druge funkcionalne domene kao što su: 
transaktivacioni, transrepresorski domen i domen za dimerizaciju (Lefebvre et al., 2007). SOX 
proteini svoju ulogu u regulaciji transkripcije ostvaruju direktnim vezivanjem HMG domena za mali 
žljeb molekula DNK. Dok se kod članova u okviru iste grupe SOX gena uočava visok stepen 
homologije u sekvenci unutar i izvan HMG boks domena (70-95%), članovi različitih grupa pokazuju 
homologiju samo u okviru HMG boks domena (≥46%) (Bowles et al., 2000). Ekspresija članova u 
okviru iste grupe gena SOX  često se preklapa u tkivima i deluju sinergistički, a mogu i da jedni 
drugima nadomeste funkciju (Bernard & Harley, 2010).  

Brojni SOX proteini sadrže transaktivacione domene C-terminalno u odnosu na HMG box, 
čija aktivnost često zavisi od regulatornih elemenata i proteina partnera sa kojim stupaju u interakciju. 
Takav je slučaj sa članovima porodica SOXB1, 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 tipičan 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 i 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 sadrže introne. Većina SOX gena imaju jedan egzon, dok SOX5, SOX9, 
SOX10, SOX15, SOX17 i SOX18 koji poseduju više 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 miša, sa oznakom grupe kojoj gen pripada, funkcijom i strukturnom 
organizacijom proteina kodiranih Sox genima. Na šematskom prikazu proteina blokovi označavaju 
funkcionalne domene, a brojevi označavaju aminokiselinsku poziciju domena. Crni blok označava HMG 
domen, blok označen vertikalnim linijama označava transaktivacioni domen, blok označen horizontalnim 
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linijama označava transrepresorski domen, dok blok sa dijagonalnim linijama predstavlja dimerizacioni 
domen. Preuzeto i izmenjeno iz: Lefebvre et al., 2007. 

Grupa Gen Funkcija Šematski prikaz proteina 
A Sry •   Determinacija pola  

•   Regulacija dopaminegičnih 
neurona nigrostriatalnog sistema 

 

B1 Sox1 •   Razviće oka  
•   Neurogeneza  

Sox2 •   Održavanje pluripotenosti 
embrionalnih matičnih ćelija  
•   Neurogeneza  
•   Razviće oka  
•   Razviće hipofize 

 

Sox3 •   Neurogeneza  
•   Razviće oka  
•   Razviće hipofize  
•   Razviće gonada 

 

B2 Sox14 •   Neurogeneza 
 

Sox21 •   Neurogeneza 
 

C Sox4 •   Kardiogeneza  
•   Limfopoeza  
•   Razviće pankreasa  
•   Neurogeneza 

 

 

Sox11 •   Kardiogeneza  
•   Razviće oka, pluća, pankreasa,  
skeleta i slezine  
•   Neurogeneza    

 

Sox12 •   Nepoznata 
 

D Sox5 •   Razviće skeleta  
•   Razviće nervne kreste  
•   Gliogeneza 

 

 
Sox6 •   Provodljivost srčanog mišića  

•   Razviće skeleta  
•   Gliogeneza 

 

 
Sox13 •   Limfopoeza 

 

E Sox8 •   Gliogeneza  
•   Razviće testisa  
•   Osteogeneza  
•   Formiranje nervne kreste 

 

Sox9 •   Determinacija pola  
•   Hondrogeneza  
•   Razviće nervne kreste  
•   Gliogeneza  
•   Održavanje ćelija notohorda  
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•   Kardiogeneza  
•   Formiranje unutrašnjeg uha  
•   Formiranje folikula dlake  
•   Razviće pankreasa  
•   Razviće epitela creva 

Sox10 •   Razviće nervne kreste  
•   Formiranje unutrašnjeg uha  

F Sox7 •   Kardiogeneza 
 

Sox17 •   Formiranje endoderma  
•   Angiogeneza 

 
Sox18 •   Kardiogeneza  

•   Angiogeneza  
•   Razviće folikula dlake 

 

G Sox15 •   Regeneracija skeletne muskulature 
 

H Sox30 •   Spermatogeneza   
 

1.1.2. Uloge SOX proteina u neuralnoj diferencijaciji 
Tokom embrionalnog razvića centralnog nervnog sistema (CNS), multipotentne neuralne 

prekursorske ćelije prolaze kroz specifičan obrazac diferencijacije gde prvo dolazi do diferencijacije 
neurona, a tek nakon toga dolazi do diferencijacije glijskih ćelija (Kang et al., 2012; Kessaris et al., 
2001). Neurogeneza je proces u kome učestvuju mnogi SOX proteini od početka diferencijacije do 
generisanja zrelih neurona. Članovi SOXB i SOXC grupe ostvaruju svoju ulogu sukcesivno tokom 
ovog procesa (Bergsland et al., 2006) (Slika 1). Članovi SOXB1 grupe (SOX1, SOX2 i SOX3) su 
eksprimirani u neuralnim prekursorskim ćelijama, dok su članovi SOXB2 grupe (SOX21) i SOXC 
grupe (SOX14 i SOX11) eksprimirani u neuronalnim progenitorima koji će se diferencirati u neurone 
(de la Rocha et al., 2014) (Slika 1). Članovi SOXB1 grupe sprečavaju diferencijaciju neuronalnih 
progenitora u neurone (Kiefer, 2007). Pokazano je da povećana ekspresija ovih transkripcionih 
regulatora dovodi do inhibicije neuronalne diferencijacije, dok utišavanje njihove ekspresije dovodi 
do ekspresije post- mitotičkih neuronalnih markera (Bylund 2003). Sa druge strane SOX21, SOX4 i 
SOX11, podstiču neuronalnu diferencijaciju (Kiefer, 2007). Povećana ekspresija SOX4 i SOX11 u 
neuronalnim progenitorima dovodi do preuranjene ekspresije pro-neuronalnih markera (Bergsland et 
al., 2006). Član SOXE grupe, SOX9, ima ključnu ulogu u inicijaciji gliogeneze (Kang et al., 2012) 
(Slika 1). Ovaj SOX protein je bitan za održavanje populacije neuralnih matičnih ćelija u 
embrionalnom i adultnom mozgu (Kang et al., 2012). Studije su pokazale da odsustvo SOX9 u 
neuralnim progenitorima dovodi do neuspešne diferencijacije astrocita i oligodendrocita, dva glavna 
tipa glijskih ćelija (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). Istraživanja su pokazala da je SOX10 ključan za 
mijelinizaciju neurona u CNS-u i perifernom nervnom sistemu, preko kontrole ekspresije glavnih 
proteina mijelina (Stolt & Wegner, 2010).  

1.1.3. Gen SOX2/Sox2 u gliogenezi 
Humani gen SOX2/Sox2 (engl. SRY-related HMG-box gene 2) pripada podgrupi gena SOXB1 

zajedno sa SOX3/Sox3 i SOX1/Sox1 genima (Lefebvre et al., 2007). SOX2 svoju ulogu u razviću 
ostvaruje kroz održavanje pluripotentnosti i proliferativnog potencijala matičnih ćelija (Novak et al., 
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2020). Jedan je od najranije eksprimiraih regulatornih proteina tokom razvića CNS-a. Tokom razvića 
ovaj regulatorni protein je eksprimiran u unutrašnjoj ćelijskoj masi i primitivnom ektodermu 
(Keramari et al., 2010).  

Slika 1. Uloge SOX proteina u diferencijaciji neurona i različitih tipova glijskih ćelija. Šematski prikaz procesa 
diferencijacije neurona (levo) i glijskih ćelija (desno). Nivoi ekspresije SOX proteina tokom neuronalne i diferencijacije 
glijskih ćelija predstavljeni su strelicama nadole (smanjena ekspresija) i strelicama nagore (povećana ekspresija). Preuzeto 
i izmenjeno iz Stevanovic et al., 2021. 

Ovaj regulatorni protein je tokom razvića CNS-a eksprimiran u neuroektodermu, kao i u neuralnim 
progenitorima, čijom diferencijacijom nastaju neuroni i glijske ćelije (Avilion et al., 2003). SOX2 je 
takođe eksprimiran u adultnom mozgu u neurogenim zonama, u subventrikularnoj zoni lateralne 
ventrikule i subgranularnoj zoni dentatnog girusa (Shimozaki, 2014). Kako bi ostvario svoju funkciju 
u održavanju pluripotentnosti neuralnih matičnih i embrionalnih matičnih ćelija SOX2 ostvaruje 
kontakt sa ko-faktorima, kao što je OCT4 (engl. octamer-binding transcription factor 4). Neki od 
ciljnih gena SOX2 i OCT4 su geni Nanog (engl. Homeobox protein NANOG), Utf1 (engl. 
Undifferentiated Embryonic Cell Transcription Factor 1) i Fgf4 (engl. Fibroblast growth factor 4) 
(Keramari et al., 2010). Takođe, ekspresija nestina, markera neuralnih matičnih ćelija, se nalazi pod 
regulacijom ova dva regulatorna proteina (Josephson et al., 1998). Studije su pokazale da povećana 
ekspresija SOX2 u neuralnim progenitorima održava ove ćelije u pluripotentnom stanju i inhibira 
njihovu diferencijaciju u neurone, dok utišavanje ekspresije SOX2 dovodi do njihove diferencijacije 
u neurone (Drakulic et al., 2012; Klajn et al., 2014; Stevanovic et al., 2021). Ekspresija SOX2 
ograničena je na proliferišuće ćelijske populacije uključujući neuralne matične i progenitorske ćelije, 
glijske prekursore kao i proliferišuće astrocite prisutne tokom ranog postnatalnog razvića (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 održava na visokom nivou u astrocitima koji su 
proliferativni. Dugoročnim gajenjem u kulturi, smanjuje se proliferativni kapacitet astrocita i ulaze u 
utišano stanje, i u ovoj fazi sazrevanja ekspresija SOX2 se značajno smanjuje (Bani-Yaghoub et al., 
2006). Za razliku od zrelih neurona u kojima dolazi do trajnog gašenja ekspresije ovog proteina i 
njegove degradacije proteolitičkim enzimima, u terminalno diferenciranim astrocitima ekspresija 
ovog gena se može ponovo aktivirati tokom procesa reaktivne astroglioze (Bani-Yaghoub et al., 
2006). Uloge SOX2 u procesu reaktivne astroglioze su nedovoljno ispitane, međutim određene studije 
pokazuju da je ponovna ekspresija SOX2 u reaktivnim astrocitima povezana sa njihovim povećanim 
proliferativnim kapacitetom (Chen et al., 2019).   

1.1.4. Gen SOX9/Sox9 u gliogenezi 
Gen SOX9/Sox9 pripada podgrupi SOXE gena zajedno sa genima SOX8/Sox8 i SOX10/Sox10 

(Lefebvre et al., 2007). Protein SOX9 predstavlja ključni faktor inicijacije gliogeneze (Kang et al., 
2012). Eksperimenti na embrionalnoj kičmenoj moždini miša i pileta  pokazali su da ovaj regulatorni 
protein transkripcije regrutuje regulatorni protein NFIA sa kojim formira kompleks koji ko-reguliše 
ekspresiju set gena uključujući APCDD1 (engl. Adenomatosis Polyposis Coli downregulated 1), 
MMD2 (engl. Monocyte To Macrophage Differentiation Associated 2) i ZCCHC24 (engl. Zinc finger 
CCHC domain-containing protein 24) sa ključnim 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 uključenih u inicijaciju gliogeneze (Li et al., 2018). Eksperimenti 
na embrionalnoj kičmenoj moždini pileta pokazali su da APCDD1 ima ulogu u migraciji astrocitnih 
prekursora tokom gliogeneze (Kang et al., 2012). MMD2 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 sprečavanju apoptoze ćelija tokom razvića CNS-a (Vitorino et al., 2014). 
Povećan nivo ekspresije APCDD1 u HeLa ćelijama dovodi do povećane sinteze i polimerizacije F-
aktina, koja se povezuje sa povećanim migratornim kapacitetom ćelija (Kang et al., 2012). Ista studija  
pokazala je da APCDD1 svoju ulogu ostvaruje preko interakcije sa Rho-GTPazom (engl. Ras 
homologous (Rho) protein family GTPases) za koju je poznato da učestvuje 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). Takođe, studije na humanim 
embrionalnim matičnim ćelijama i humanim indukovanim pluripotentnim ćelijama (IPSc) pokazale 
su da je povećan nivo ekspresije SOX9 i NFIA u ovim ćelijama dovoljna za generisanje funkcionalnih 
astrocita (Li et al., 2018). Ovako dobijeni astrociti imaju karakterističnu morfologiju astrocita, 
eksprimiraju specifične astrocitne markere i zadržavaju svoje karakteristike nakon transplantacije u 
mozak miša. Funkcionalno, one podsećaju na primarne astrocite, prenose kalcijumske talase, 
preuzimaju glutamat i podržavaju rast neurita (Li et al., 2018). Studije su pokazale da se ekspresija 
SOX9 povećava u reaktivnim astrocitima tokom reaktivne astroglioze, međutim njegova uloga u 
ovom procesu nije dovoljno razjašnjena (Sun et al., 2017). 

1.2. MikroRNK 
Mikro RNK (miRNK) su klasa malih, nekodirajućih RNK dužine 22-24 nukleotida, koje su 

uključene u post-translacionu regulaciju ekspresije gena (Saliminejad et al., 2019). Vezuju se za 3’- 
netranslatirajući region (3’ UTR) ciljnih iRNK uzrokujući njihovu degradaciju, represiju translacije 
ili deadenilaciju (Rajman & Schratt, 2017). MiRNK su u genomu lokalizovane u regionima bez 
kodirajućeg potencijala ili u okviru introna gena za proteine (Rajman & Schratt, 2017). Identifikovani 
su u genomima životinjama, biljkama i određenim virusima i najčešće ostvaruju represiju ekspresije 
gena na nivou iRNK (Bartel, 2004). Bitni su regulatori brojnih ćelijskih procesa kao što je razviće, 
diferencijacija, proliferacija ćelija i apoptoza. Većina gena za miRNK su transkribovani pomoću 
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 pomoću enzima Droša seku u prekursorske miRNK (pre-
miRNK), a nakon transporta iz nukleusa seku se u male dvolančane RNK enzimom koji se naziva 
Dajser (Saliminejad et al., 2019; Vishnoi & Rani, 2017). Jedan od lanaca dvolančane RNK postaje 
zrela miRNK, a drugi se obično razgrađuje. Zrela miRNK se potom ugrađuje u ribonukleo-proteinski 
kompleks za utišavanje RNK (engl. RNA-induced silencing complex, RISK) zajedno sa Argonaut 
proteinima. Ovaj kompleks omogućava miRNK da prepozna i veže ciljnu iRNK na osnovu 
komplementarnosti nukleotida. Nakon vezivanja za ciljnu iRNK, RISK kompleks može inhibirati 
translaciju iRNK ili izazvati njenu razgradnju, čime se suprimira ekspresija gena (Saliminejad et al., 
2019). Pretpostavlja se da su miRNK uključene u regulaciju ekspresije ~60% protein kodirajućih 
gena (Macfarlane & Murphy, 2010). Poremećaji u nivoima ekspresije molekula mikro RNK uključeni 
su u patogenezu mnogih bolesti, kao što su neurodegenerativne, maligne i kardiovaskularne bolesti 
(Vishnoi & Rani, 2017). Danas je istraživački fokus usmeren na konstruisanje terapeutskih pristupa 
baziranih na primeni sintetički sintetisanih miRNK oligonukleotida, koji mogu zameniti funkcije 
miRNK čija je ekspresija smanjena u različitim patologijama, ili dovesti do utišavanja njihove 
ekspresije u slučajevima kad je njihova ekspresija povećana (Samad & Kamaroddin, 2023). 

1.2.1. MikroRNK u CNS-u 
Poznato je da miRNK učestvuju u razviću nervnog sistema, a narušivanje njihove regulacije 

se povezuje sa različitim neurorazvojnim i neurodegenerativnim bolestima (Rajman & Schratt, 2017). 
Često se nazivaju master regulatorima neuralnog razvića jer kontrolišu brojne procese kao što su 
migracija, diferencijacija, neuronalna polarizacija i formiranje sinapsi (Rajman & Schratt, 2017). 
Molekuli miRNK tokom razvića CNS-a regulišu ekspresiju gena u različitim tipovima neuronalnih 
ćelija, u različitim fazama razvića, čak i u određenim delovima ćelija, što ukazuje na njihovu bitnu 
ulogu u prostornoj i vremenskoj organizaciji genske ekspresije tokom razvića CNS-a (Rajman & 
Schratt, 2017). Uključene su u diferencijaciju i neurona i različitih tipova glijskih ćelija. Rezultati 
dosadašnjih eksperimentalnih istraživanja pokazuju da molekuli miR21 tokom razvića CNS-a 
podstiču proliferaciju neuralnih matičnih ćelija i neuralnu diferencijaciju (Zhang et al., 2018). 
Istovremeno, molekuli miR-134 i miR-184  uključeni su  u procese proliferacije i migracije neuralnih 
progenitora, dok molekuli miR-9, miR-124, miR-137 i članovi 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 najviše proučavane miRNK u mozgu. Pretpostavlja se da ove dve miRNK deluju 
putem inhibicije transkripcionog respresora REST (engl. RE1-Silencing Transcription Factor) 
uključenog u inhibiciju neurogeneze, čime podstiču ovaj proces (Rajman & Schratt, 2017). Molekul 
MiR-9, zajedno sa miR-132, takođe učestvuje u regulaciji rasta i grananja dendrita, kao i u 
funkcionalnosti sinapsi (Giusti et al., 2014; Magill et al., 2010). Pored toga što učestvuju u 
neurogenezi tokom razvića, miRNK su uključene i u adultnu neurogenezu u neurogenim zonama 
mozga (Rajman & Schratt, 2017). MiR-153 je jedna od miRNK uključenih u regulaciju inicijacije 
gliogeneze. Svoju ulogu ostvaruje kroz represiju translacije NFIA i NFIB, čime odlaže preranu 
inicijaciju gliogeneze (Zhao et al., 2010). Molekul miR-92a učestvuje 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 najizučavanijih mikroRNK, čija je ekpresija 

značajno povećana u mnogim malignim bolestima uključujući glioblastom (Chan et al., 2005; 
Krichevsky & Gabriely, 2009). Eksprimirana je u velikom broju tipova ćelija i ima vitalne regulatorne 
uloge i u fiziološkim i patološkim uslovima (Jenike & Halushka, 2021). Molekul miR-21 deluje kao 
onkogen u različitim tipovima malignih tumora tako što inhibira apoptozu, a povećava proliferativni 
i migratorni kapacitet ćelija (Asangani et al., 2008; Bai & Bian, 2022; Chan et al., 2005). Rezultati 
studije Zhang i saradnici pokazali su da povećana ekspresija miR-21 dovodi do povećanog 
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proliferativnog kapaciteta neuralnih matičnih ćelija, najverovatnije preko Wnt/β-katenin signalnog 
puta (Zhang et al., 2018). Povećan nivo ekspresije miR-21 u neuronalnim prekursorima dovodi do 
povećane ekspresije ciklina D1- CDK1 i smanjene ekspresije p21 inhibitora ćelijskog ciklusa (Zhang 
et al., 2018) koji su deo ovog signalnog puta. Takođe, povećan nivo ekspresije miR-21 dovodi do 
indukcije neuronalne diferencijacije (Zhang et al., 2018). Ekspresija ove miRNK  se povećava u 
reaktivnim astrocitima nakon povrede  (Liu et al., 2018), a  njena regulacija je narušena u mnogim 
patologijama CNS-a, stoga se ona potencijalno može koristiti kao meta za lečenje različitih bolesti 
CNS-a (Bai & Bian, 2022). Narušena regulacija ove miRNK se može uočiti u neurodegenerativnim 
bolestima kao što je Alchajmerova bolest (AB), Parkinsonova bolest (PB) i amiotrofična lateralna 
skleroza (ALS) (Bai & Bian, 2022). Molekul miR-21 takođe deluje kao regulator imunološkog 
sistema, aktivirajući ili inhibirajući signalni put nuklearnog faktora kapa B (engl. Nuclear factor-κB, 
NF-κB) i NOD-sličnog receptorskog proteina 3 (engl. NOD-like receptor protein 3, NLRP3) koji su 
osnova hronično niskog nivoa sistemske inflamacije koja  je prisutna tokom  starenja (Olivieri et al., 
2021). Eksperimenti na miševima pokazali su da utišavanje miR-21 pomoću anti-sense-miR21 
oligonukleotida dovodi do smanjenja inflamatornog odgovora u hroničnim inflamatornim bolestima 
kako što su sistemski lupus i psorijaza (Garchow et al., 2011; Guinea-Viniegra et al., 2014). 
Interesantno je takođe da se nivo ekspresije miR-21 značajno menja u tkivima i u krvotoku tokom 
starenja što je korelisano sa različitim upalnim stanjima i bolestima koje su vezane za proces starenja 
(Olivieri et al., 2021).   

1.3. TERA2 pluripotentna embrionalna karcinomska ćelijska linija  
Teratokarcinomi su maligni tumori koji spadaju u grupu tumora germinativnih ćelija. Sastoje 

od teratoma i embrionalnog karcinoma. Teratomi sadrže diferencirane somatske ćelije sva tri klicina 
lista (endoderm, mezoderm i ektoderm), dok embrionalni karcinomi čine nediferencirane 
embrionalne karcinomske ćelije koje po karakteristikama odgovaraju ćelijama unutrašnje ćelijske 
mase blastocista i primitivnog ektoderma (Andrews et al., 2005). Embrionalne karcinomske ćelije 
(EK ćelije) poreklom iz teratokarcinoma su pluripotentne, imaju sposobnost samo-obnavljanja i mogu 
se diferencirati u bilo koji ćelijski tip, a sposobne su i da generišu čitav tumor nakon transplantacije 
u organizam domaćina. Diferencijacija ovih ćelija po mnogim svojstvima podseća na embriogenezu 
(Andrews et al., 2005). Humane embrionalne karcinomske ćelije po morfološkim svojstvima, 
ekspresiji površinskih antigena, biohemijskim svojstvima i potencijalu za diferencijaciju pokazuju 
sličnost sa humanim embrionalnim matičnim ćelijama (Andrews, 1998; Sperger et al., 2003). Zbog 
navedenih osobina, humane EK ćelije smatraju se malignim pandanima humanih embrionalnih ćelija 
i predstavljaju pogodan model sistem za izučavanje in vitro diferencijacije ćelija. TERA2 je jedna od 
prvih uspostavljenih humanih ćelijskih linija. Ova ćelijska linija vodi poreklo od metastaze karcinoma 
pluća pacijenta koji je imao primarni embrionalni karcinom testisa (Trempe, 1975).  

1.3.1. NTERA2 ćelijska linija  
Od TERA2 ćelijske linije proizvedena je NTERA2 ćelijska linija. NTERA2 ćelijsku liniju je 

izolovao Piter Endrujs (engl. Peter Andrews) nakon transplantacije TERA2 ćelija u imunodeficijentne 
„nude“ miševe. U miševima se formirao ksenograftni tumor sa karakteristikama teratoma (Andrews 
et al., 1984). Izolovani su pojedinačni klonovi NTERA2 ćelija, a među njima NTERA2 klon D1 
(NT2/D1) predstavlja ćelijsku liniju koja se široko koristi u istraživanjima. Pored toga što su sposobne 
da formiraju teratome, NT2/D1 ćelije su podložne indukciji retinoičnom kiselinom (RK) i drugim 
agensima. Pod uticajem retinoične kiseline, NT2/D1 ćelije gube fenotip EK ćelija i počinju 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 ćelijska 
linija pogodna za izučavanje ranog razvića CNS (Marchal-Victorion et al., 2003). NT2/D1 mogu biti 
indukovane i drugim agensima kao što su koštani morfogenski proteini (engl. bone morphogenic 
proteins, BMP) i heksametilen bisacetamid (engl. hexamethylene bisacetamide, HMBA). Tretman 
NTERA2 ćelija BMP proteinima uzrokuje diferencijaciju u ćelije koje predominantno ispoljavaju 
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epitelni fenotip, dok HMBA dovodi do diferencijacije u ćelije epiderma (Caricasole et al., 2000; 
Simoes & Ramos, 2007). Diferencijacija NT2/D1 ćelija pod dejstvom RK u mnogome podseća na 
embrionalno razviće nervnog sistema. Na primer, ekspresija nestina i vimentina, intermedijarnih 
filamenata karakterističnih za neuralne progenitore, kao i tenascina C i koneksina 43, povećava se 
ubrzo nakon izlaganja NT2/D1 ćelija RK (Marchal-Victorion et al., 2003). Pored toga, naglo se 
povećava i ekspresija gena uključenih u neuralnu diferencijaciju: Neurogenin 1 (Ngn1), PAX6 i 
drugih (Haile et al., 2014). NT2-neuroni (NT2/N) dobijeni diferencijacijom NT2/D1 pokazuju mnoge 
karakteristike primarnih neurona kao što je ekspresija markera neurona, citoskeletnog proteina MAP2 
(engl. Microtubule-associated protein-2) (Klajn et al., 2014), oslobađaju neurotransmitere i učestvuju 
u sinaptičkoj transmisiji (Haile et al., 2014; Hill et al., 2012). Pored NT2/N diferencijacijom NT2/D1 
ćelijske linije pod dejstvom RK dobijaju se i NT2-astrociti (NT2/A) (Haile et al., 2014; Sandhu et al., 
2002). NT2/A pokazuju mnoge morfološke i funkcionalne karakteristike primarnih humanih astrocita 
i zbog toga predstavljaju dobar model sistem za njihovo proučavanje. Kao i primarni astrociti, NT2/A 
eksprimiraju specifične markere astrocita: glijski fibrilarni kiseli protein (GFAP) i Ca2+-vezujući 
protein iz grupe S100 (S100B), a takođe eksprimiraju i glutamatne transportere EAAT1 (engl. 
excitatory amino acid transporter 1) i 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 što se ogleda u promeni iz morfologije 
nalik protoplazmatičnoj u fibroznu morfologiju, povećanju proliferativnog kapaciteta i povećanoj 
ekspresiji GFAP-a (Sandhu et al., 2002).  

1.4. Astrociti 
Astrociti predstavljaju najbrojniji tip glijskih ćelija sa glavnom homeostatskom ulogom u 

CNS-u. Ove ćelije čine čine ~20-40% glijskih ćelija mozga (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Pored 
toga što obezbeđuju mehaničku, metaboličku i trofičku potporu neuronima, ove ćelije učestvuju u 
formiranju i modulaciji sinapsi, neurotransmisiji, održavanju jonske i vodene homeostaze i bitan su 
deo krvno-moždane barijere (Slika 3) (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Uzrok brojnih patologija 
CNS-a je gubitak fizioloških funkcija astrocita i/ili sticanje novih, štetnih funkcija (Sofroniew & 
Vinters, 2010). Jedinstvena karakteristika astrocita je njihova sposobnost da se, u odgovoru na 
različita patološka stanja mozga (ishemija, mehanička povreda, infekcije, starenje i 
neurodegenerativne bolesti), transformišu iz utišanog u aktivirano stanje u procesu poznatom kao 
reaktivna astroglioza (Sofroniew & Vinters, 2010). 

1.4.1. Gliogeneza 
Astrociti su neuralne ćelije ektodermalnog porekla, koji, kao i neuroni i oligodendrociti, vode 

poreklo od radijalne glije (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Neuroni tokom razvića nastaju od 
progenitorskih ćelija koje nastaju asimetričnom deobom radijalne glije u procesu poznatom kao 
neurogeneza. Prvi deo razvića nervnog sistema usmeren je na nastajanje neurona. Kada se 
neurogeneza završi, proces poznat kao „gliogeni aktivator” (engl. gliogenic switch) označava početak 
diferencijacije neuralnih progenitora u astrocite (Kang et al., 2012). Ovaj proces se naziva gliogeneza, 
strogo je transkripciono regulisan, a ključnu ulogu u regulaciji ovog procesa ostvaruju regulatori 
transkripcije SOX9 i NFIA  (Freeman, 2010; Kang et al., 2012). Astrociti mogu nastati 
transformacijom radijalne glije, od NG2 (engl. nerve/glial antigen 2) glijskih ćelija, kao i 
proliferacijom već diferenciranih astrocita (Molofsky & Deneen, 2015; Verkhratsky & Nedergaard, 
2018). Embrionalna gliogeneza je odgovorna za nastanak samo dela astrocitne populacije. Većina 
astrocita se generiše tokom druge i četvrte nedelje postnatalnog razvića kada broj ćelija glije raste od 
~4 miliona do ~140 miliona (Bandeira et al., 2009). Za razliku od neurona koji su terminalno 
diferencirani po završetku embrionalne neurogeneze, sazrevanje astrocita se nastavlja i tokom ranog 
postnatalnog perioda (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Astrociti u postnatalnom mozgu jedno 
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vreme zadržavaju visok proliferativni potencijal (Zhou, 2016). Smatra se da je u održavanje visokog 
proliferativnog kapaciteta astrocitnih prekursora i ranih postnatalnih astrocita uključen protein SOX2 
(Bani-Yaghoub et al., 2006). Tokom ranog postnatalnog razvića, astrociti migriraju duž nastavaka 
radijalne glije (Lagos-Cabre et al., 2019) i kada stignu do svojih finalnih pozicija u korteksu sive 
mase i u beloj masi (Jacobsen & Miller, 2003; Tabata, 2015), prelaze iz visoko proliferativnog u 
„utišano“ (zrelo/neproliferišuće) stanje (Placone et al., 2015; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). 
Utišani astrociti se odlikuju reverzibilnim zaustavljanjem ćelijskog ciklusa u G0 fazi (Huang et al., 
2022). Utišanost astrocita (engl. astrocyte quiescence) je aktivno održavano stanje, posredstvom 
transkripcionih i post-transkripcionih mehanizama, u kome ćelije opstaju u svom ne-proliferativnom 
stanju, bez gubljenja svog proliferativnog potencijala u potpunosti. Ovo je takozvano "stanje 
pripravnosti" koje im omogućava brzu aktivaciju nakon povrede (Kang & Hebert, 2011; Marescal & 
Cheeseman, 2020).  

1.4.2. Tipovi astrocita  
Astrociti predstavljaju veoma heterogenu grupu glijskih ćelija koje se na osnovu morfologije, 

ekspresije karakterističnih 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 najčešće opisuju kao ćelije zvezdastog oblika sa razgranatim 
nastavcima koji se pružaju od ćelijskog tela. Na osnovu razlika u morfologiji i lokalizaciji u CNS-u, 
mogu se izdvojiti dva glavna tipa astrocita: protoplazmatični 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 
uključujući: Bergmanovu gliju u cerebelumu, Milerove ćelije u retini, pituicite u neurohipofizi, 
tanicite u hipotalamusu i određenim delovima kičmene moždine, perivaskularne astrocite i druge 
(Oberheim et al., 2012; Verkhratsky et al., 2023). Iako do sada nije pronađen jedinstveni marker 
astrocita, GFAP, protein iz grupe intermedijarnih filamenata tipa III  (Potokar et al., 2020), se 
najčešće koristi za identifikaciju ovih ćelija u CNS-u (Oberheim et al., 2012; Potokar et al., 2020). 
Protein GFAP poseduje različite izoforme uključujući α, β, γ, δ i κ koje su heterogeno eksprimirane 
u različitim tipovima astrocita u CNS-u (Moeton et al., 2016; Sofroniew, 2014). Iako se najčešće 
koristi za identifikaciju astrocita, ovaj citoskeletni protein nije eksprimiran u svim tipovima astrocita 
i nisu sve ćelije 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 
uočljiva u protoplazmatičnim astrocitima (Molofsky & Deneen, 2015). Pored astrocita, u CNS-u 
GFAP eksprimiraju neuralne matične ćelije u subventrikularnoj zoni (Oberheim et al., 2012; Potokar 
et al., 2020). Ekspresija ovog citoskeletnog elementa je jedno od glavnih morfoloških obeležja 
reaktivnih astrocita (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Na nivou pojedinačne ćelije, ekspresija 
GFAP-a najbolje se uočava u primarnim nastavcima astrocita, dok nije vidljiva u njihovim finim, 
razgranatim nastavcima. Shodno tome, GFAP imunofluorescentno obeležavanje može značajno da 
potceni stepen grananja i teritoriju koju pojedinačan astrocit zauzima u poređenju sa drugim 
metodama detekcije, kao što su Goldži bojenje, ekspresija reporterskih proteina poput zelenog 
fluorescentnog proteina (GFP) i β-galaktozidaze, ili ispunjavanje astrocita fluorescentnim bojama 
(Bushong et al., 2002; Sofroniew & Vinters, 2010). Drugi marker koji se često koristi za identifikaciju 
astrocita je S100B (Donato et al., 2013). Protein S100B u CNS-u je uključen u regulaciju ćelijske 
proliferacije i diferencijacije i poznat je kao inhibitor apoptoze (Donato et al., 2013; Verkhratsky & 
Nedergaard, 2018), a njegova ekspresija se povećava u reaktivnim astrocitima (Verkhratsky & 
Nedergaard, 2018). Ovaj protein se sekretuje iz astrocita tokom aktivacije i može ostvariti kako 
neuroprotektivne, tako i neurotoksične efekte na okolno tkivo (Donato et al., 2013; Verkhratsky & 
Nedergaard, 2018). Vimentin je još jedan od markera koji se koristi za identifikaciju astrocita. Pripada 
istoj grupi intermedijarnih filamenata kao GFAP (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Tokom razvića 
njegova ekspresija je ograničena 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 ograničena na određene astrocite u 
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korteksu, hipokampusu i žuljevitom telu, Bergmanovu gliju, Milerovu gliju i tanicite (Potokar et al., 
2020; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Prisutan je i u adultnim neuralnim matičnim ćelijama u 
neurogenim zonama, a ekspresija mu se povećava tokom aktivacije astrocita (Doetsch et al., 1999; 
Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Za karakterizaciju astrocita se koriste i drugi marker kao što su 
glutamin sintetaza (engl. glutamine synthetase) i član porodice aldehid dehidrogenaze 1 L1 (engl. 
aldehyde dehydrogenase 1 family member L1, Aldh1L1) (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). 

1.4.2.1. Protoplazmatični astrociti  

Protoplazmatični astrociti predstavljaju najbrojniji tip astrocita u sivoj masi mozga i kičmene 
moždine (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Ovaj tip astrocita uključen je u usmeravanje razvića, 
održavanje homeostaze jona i neurotransmitera, kao i sinaptičku transmisiju (Bushong et al., 2002; 
Wei & Morrison, 2025). Karakteriše ih okruglo ćelijsko telo, sa nekoliko primarnih nastavaka koji se 
granaju u veliki broj sitnih nastavka koji čine mrežu (Slika 2) (Oberheim et al., 2012; Sofroniew & 
Vinters, 2010). Ove ćelije u sivoj masi zauzimaju nezavisne teritorije koje se ne preklapaju (Wei & 
Morrison, 2025). Pojedinačan humani protoplazmatični astrocit u korteksu stupa u kontakt sa 270.000 
do 2 miliona sinapsi (Vasile et al., 2017). Protoplazmatični astrociti istovremeno ostvaruju kontakt 
sa krvnim sudovima preko svojih astrocitnih stopala (engl. endfeet). Na taj način, ove ćelije učestvuju 
u modulaciji i sinhronizovanju protoka krvi sa sinaptičkom aktivnošću neurona kako bi se poboljšala 
efikasnost neuronalne komunikacije (Wei & Morrison, 2025). Iako se GFAP koristi za identifikaciju 
protoplazmatičnih astrocita, studije su pokazale da ovaj marker ne oslikava u potpunosti njihovu 
kompleksnu morfologiju i boji samo 15% ukupnog volumena ćelije. Najuočljiviji 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 raspoređeni duž moždanih vlakana bele mase i pružaju im mehaničku podršku 
(Oberheim et al., 2012; Oberheim et al., 2009; Wei & Morrison, 2025). Preko svojih nastavaka ove 
ćelije stupaju u kontakt sa Ranvijerovim suženjima, mestima obnavljanja i propagacije akcionih 
potencijala (Li et al., 2016; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Fibrozni astrociti, za razliku od 
protoplazmatičnih astrocita imaju manji broj izduženih nastavaka (Slika 2). Imajuću u vidu da u beloj 
masi ne postoji veliki broj sinapsi, smatra se da fibrozni astrociti ne učestvuju u regulaciji sinaptičke 
aktivnosti već su uključeni u održavanje metaboličke i jonske homeostaze (Vasile et al., 2017). 
Pokazano je da formiranje mijelina u velikoj meri zavisi od komunikacije između fibroznih astrocita 
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Slika 2. Morfologija protoplazmatičnog i fibroznog astrocita. Na slici se uočava da protoplazmatični astrociti (siva 
masa) poseduju veliki broj razgranatih nastavaka, dok fibrozni astrociti (bela masa), poseduju manji broj izduženih 
nastavaka. Preuzeto i izmenjeno iz Gottipati et al., 2020. 

i oligodendrocita, a stabilnost akcionih potencijala u Ranvijerovim čvorovima zavisi od komponenti 
vanćelijskog matriksa u čijem formiranju fibrozni astrociti imaju bitnu funkciju (Miguel-Hidalgo, 
2023). Značajna uloga fibroznih astrocita pokazana je i u oslobađanju glutationa i pružanju 
metaboličke potpore oligodendocitima (Li et al., 2016; Oberheim et al., 2009).  

Pored predominanto zastupljenih fibroznih i protoplazmatičnih astrocita, u ljudskom mozgu 
postoje još dve grupe astrocita koje se ne sreću kod drugih vrsta: interlaminarni astrociti u prvom 
sloju korteksa i astrociti sa varikoznim nastavcima (engl. varicose projection) u petom i šestom sloju 
korteksa (Oberheim et al., 2012; Oberheim et al., 2009). Humani protoplazmatični i fibrozni astrociti 
su znatno veći i kompleksniji u odnosu na glodarske astrocite. Astrocitna stopala humanih 
protoplazmatičnih astrocita se, u odnosu na glodarske, intenzivnije boje GFAP-om (Oberheim et al., 
2009). Takođe, humani astrociti brže propagiraju Ca2+ talase u odgovoru na neurotransmitere 
(Oberheim et al., 2009). Za razliku od humanih protoplazmatičnih 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 učestvuju u formiranju i eliminisanju sinapsi i regulaciji njihove funkcije i 
plastičnosti u fiziološkim i patološkim uslovima (Eroglu & Barres, 2010). Oslobađanjem različitih 
solubilnih supstanci među kojima su trombospondin, holesterol i proteini vanćelijskog matriksa, 
astrociti su uključeni u formiranje sinapsi tokom razvića (Christopherson et al., 2005; Ehlers, 2005; 
Mauch et al., 2001). Takođe, studija na pacovima pokazala je da u ćelijskim ko-kulturama neurona i 
astrocita dolazi do formiranja većeg broja sinapsi pod uticajem različitih faktora koje luče astrociti, u 
odnosu na kulture koje čine isključivo neuroni (Nagler et al., 2001). Astrociti kroz lučenje različitih 
solubilnih faktora igraju važnu ulogu u proliferaciji, migraciji i diferencijaciji oligodendrocita tokom 
razvića i utiču na brzinu mijelinizacije aksona (Slika 3) (Kiray et al., 2016). Astrociti stupaju u blizak 
kontakt sa pre- i post- sinaptičkim završecima neurona i formiraju strukturu poznatu kao tripartitna 
sinapsa (engl. Tripartite sinapse) (Slika 3)  (Perea et al., 2009). Pored toga što sekretuju proteine koji 
učestvuju u sinaptogenezi, astrociti eksprimiraju različite receptore za neurotransmitere na svojoj 
membrani (Farhy-Tselnicker & Allen, 2018). Neurotransmitere koje neuroni oslobađaju u sinaptički 
prostor prepoznaju receptori smešteni na membrani astrocita. Ovi neurotransmiteri izazivaju porast 
unutarćelijske koncentracije Ca2+, što pokreće oslobađanje gliotransmitera iz astrocita. Oslobođeni 
gliotransmiteri – među kojima su ATP, adenozin, gama-aminobuterna kiselina (engl. gamma 
aminobutyric acid, GABA) i D-serin i u određenim regionima mozga, glutamat (de Ceglia et al., 
2023). Ovi gliotransmiteri mogu delovati inhibitorno ili ekscitatorno na sinaptičku aktivnost. Na taj 
način, astrociti značajno doprinose modulaciji sinaptičke aktivnosti (Farhy-Tselnicker & Allen, 2018; 
Lazic et al., 2022; Perea et al., 2009). Astrociti preuzimaju višak neurotransmitera kao što su glutamat, 
GABA, adenozin i norepinefrin i na taj način održavaju homeostazu neurotransmitera u sinaptičkom 
prostoru (Lazic et al., 2022; Sofroniew & Vinters, 2010). Preuzeti transmiteri se u astrocitima 
konvertuju u prekursore kao što je glutamin, koji se potom oslobađa u sinaptički prostor i koristi od 
strane neurona za ponovnu sintezu neurotransmitera (Sofroniew & Vinters, 2010). Astrociti takođe 
učestvuju u energetskom metabolizmu tako što preuzimaju glutamat iz krvotoka i pretvaraju ga u 
laktat, koji neuronima služi kao energetski supstrat (Deitmer et al., 2019; Simard & Nedergaard, 
2004). Takođe, ove ćelije su glavno skladište 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. Održavanje homeostaze jona i glutamata  

Astrociti preko svojih nastavaka ostvaruju kontakt sa sinapsama u mozgu i učestvuju u 
održavanju homeostaze vode, jona, pH i neurotransmitera (Sofroniew & Vinters, 2010). Astrociti 
učestvuju u održavanju homeostaze različitih jona uključujući jone kalijuma (K+), natrijuma (Na+), 
kalcijuma (Ca2+) i hlora (Cl-) (Cheng et al., 2019). U periodu pojačane sinaptičke aktivnosti 
vanćelijska koncentracija K+ raste. Jedan od najzastupljenijih kanala na membrani astrocita je ulazno-
ispravljački K+ kanal 4.1 (engl. inwardly rectifying potassium channel Kir4. 1, Kir4.1) koji uklanja 
višak K+ iz vanćelijske sredine i na taj način održava homeostazu K+ u CNS-u (Kofuji & Newman, 
2004). Kanali Kir4.1  funkcionalno su spregnuti sa glutamatnim transporterima te posredno uključeni 
i u regulaciju vanćelijskog nivoa glutamata (Nwaobi et al., 2016). Glutamat predstavlja primarni 
ekscitatorni neurotransmiter u CNS (Andersen et al., 2021; Sattler & Rothstein, 2006). Nakon 
oslobađanja iz neurona u oblast sinapse, vezuje se za receptore na pre- i post-sinaptičkoj membrani 
neurona, kao i za receptore na membrani astrocita i pokreće kompleksnu unutarćelijsku signalnu 
kaskadu (Sattler & Rothstein, 2006). Blagovremeno uklanjanje glutamata iz oblasti sinapse je od 
ključne važnosti za održavanje homeostaze imajući u vidu da povećana koncentracija ovog 
neurotransmitera u sinaptičkoj pukotini može dovesti do hiperekscitabilnosti neurona i njihovog 
oštećenja ili smrti (Andersen et al., 2021). Ovaj fenomen poznat je kao ekscitotoksičnost i nalazi se 
u osnovi mnogih poremećaja CNS-a uključujući i neurodegenerativne bolesti (Sattler & Rothstein, 
2006). GLAST/EAAT1 i GLT-1/EAAT2 su dva glavna glutamatna transportera na membrani 
astrocita (Andersen et al., 2021; Lazic et al., 2022). GLAST/EAAT1 je primarni transporter glutamata 
u cerebelumu i retini (Sattler & Rothstein, 2006; Todd & Hardingham, 2020; Torp et al., 1994), dok 
je GLT-1/EAAT2 primarni transporter u svim drugim regionima mozga, posebno u hipokampusu i 
korteksu (Pajarillo et al., 2019). Ovi transporteri vrše aktivan transport glutamata korišćenjem 
koncentracionog gradijenta jona natrijuma (Na+) i kalijuma (K+) (Todd & Hardingham, 2020). 
Smanjena ekspresija glutamatnih transportera je najčešći uzrok ekscitotoksičnosti i oštećenja ili smrti 
neurona u različitim patologijama CNS-a (Sattler & Rothstein, 2006). Iz tog razloga, mnogi 
terapeutski pristupi su fokusirani na strategije za povećanje ekspresije ovih transportera u patološkim 
stanjima (Fontana, 2015).   

1.4.3.3. Regulacija krvno-moždane barijere 

Astrociti su ključni elementi krvno-moždane barijere (KMB). Strukturno, KMB čine 
endotelne ćelije kapilara koje međusobno formiraju čvrste veze (engl. tight junctions) koje su 
okružene bazalnom laminom i astrocitnim stopalima (Sofroniew & Vinters, 2010) (Slika 3). 
Istraživanja pokazuju da astrociti luče molekule kao što su prostaglandini, azot oksid i arahnoidna 
kiselina, koji povećavaju ili smanjuju promer krvnih sudova i na taj način regulišu protok krvi u 
mozgu (Iadecola & Nedergaard, 2007; Sofroniew & Vinters, 2010). Preko svojih nastavaka 
istovremeno komuniciraju i sa neuronima i sa endotelnim ćelijama krvnih sudova i na taj način mogu 
da usklade protok krvi sa sinaptičkom aktivnošću neurona (Iadecola & Nedergaard, 2007). Astrociti 
su uključeni i u regulaciju homeostaze vode u CNS-u preko akvaporin 4 kanala (engl. aquaporin 4, 
AQP4) koji su gusto raspoređeni na membrani njihovih astrocitnih stopala koja ostvaruju blizak 
kontakt sa krvnim sudovima i učestvuju u razmeni vode preko krvno-moždane barijere (Salman et 
al., 2022). Ovi kanali su uključeni u regulaciju ćelijske zapremine, astrocitne migracije, a imaju bitnu 
ulogu u glimfatičkom sistemu (Salman et al., 2022). 

1.4.4.4. Imunske funkcije astrocita  

Astrociti i mikroglija i imaju glavnu odbrambenu ulogu u CNS-u (Matejuk & Ransohoff, 2020). 
Mikroglija predstavlja glavne imunske ćelije CNS-a koje u fiziološkim uslovima nadgledaju okolinu 
i vrše fagocitozu patogena, apoptotskih ćelija i ćelijskih ostataka (Matejuk & Ransohoff, 2020). 
Astrociti u fiziološkim uslovima produkuju antioksidativne molekule kao što su glutation, enzim 
super-oksid dismutaza i askorbat i štite nervno tkivo od slobodnih radikala (Chen et al., 2020). Pored 
toga, učestvuju i u fagocitozi patogena koje prepoznaju pomoću različitih receptora na svojoj 
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membrani, uključujući TLR receptore (engl. Toll like receptors) koje na svojoj membrani poseduje i 
mikroglija. Usled različitih patoloških stanja u CNS-u (infekcije, moždani udar, neurodegenerativne 
bolesti i druga) mikroglija i astrociti bivaju aktivirani i prolaze kroz značajne morfološke i 
funkcionalne promene (Garland et al., 2022). Aktivirani astrociti i mikroglija reaguju na različite 
medijatore koje oslobađaju mrtve i oštećene ćelije kao što su ATP, IL6 i hemokini, i zatim vrše  
fagocitozu tih ćelija (Cheng et al., 2019). Oni takođe i oslobađaju različite faktore uključujući  

Slika 3. Shematski prikaz određenih funkcija astrocita. Astrociti u adultnom mozgu ostvaruju mnoge funkcije važne 
za održavanje homeostaze. (A) Astrocitnim stopalima astrociti stupaju u kontakt sa sinapsama i učestvuju u modulaciji 
sinaptičke transmisije. (B) Astrociti su bitna komponenta krvno-moždane barijere i učestvuju u regulaciji protoka krvi u 
mozgu i transportu nutrijenata od krvnih sudova do neurona. (C) Tokom razvića, ove ćelije kroz lučenje faktora rasta 
ostvaruju pozitivan efekat na mijelinizaciju neurona. Preuzeto i izmenjeno iz Abdelhak et al., 2022. 
citokine, hemokine, neurotrofne faktore, glutamat i ATP koji privlače, usmeravaju i organizuju ćelije 
imunskog sistema i time modulišu inflamatorni odgovor (Farina et al., 2007; Garland et al., 2022; 
Matejuk & Ransohoff, 2020). Koordinisane interakcije između astrocita, mikroglije i ćelija imunskog 
sistema su stoga od ključnog značaja za regulaciju i sprečavanje  daljeg širenja inflamacije u različitim 
patologijama CNS-a (Liddelow & Barres 2017). Reaktivni astrociti i mikroglija mogu osloboditi i 
pro- i anti-inflamatorne molekule u zavisnosti od tipa i 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 
ćelijama, istraživanja u okviru ove teze su se primarno fokusirala na izučavanje različitih aspekata 
aktivacije astrocita u procesu poznatom kao reaktivna astroglioza. 

1.4.4. Reaktivna astroglioza 
Reaktivna astroglioza predstavlja odbrambenu reakciju astrocita koja može biti uzrokovana 

različitim patološkim stanjima u mozgu i kičmenoj moždini, uključujući akutne povrede (mehaničke 
lezije moždanog tkiva), ishemiju, bakterijske ili virusne infekcije, neurodegenerativne bolesti i 
starenje (Ben Haim et al., 2015; Sofroniew, 2009). Reaktivni astrociti prolaze kroz brojne morfološke, 
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transkripcione i funkcionalne  promene koje utiču na konačan ishod svih bolesti CNS-a. Reaktivna 
astroglioza je dugo bila posmatrana kao proces koji uglavnom ima štetne efekte na oporavak nervnog 
tkiva nakon povrede, pre svega usled formiranja glijskog ožiljka koji lokalizuje inflamaciju i sprečava 
njeno širenje, ali istovremeno predstavlja mehaničku barijeru za ponovno uspostavljanje sinapsi. 
Danas je poznato da je ovo kompleksan proces koji, u zavisnosti od ozbiljnosti i lokalizacije povrede, 
uključuje promene u ekspresiji gena, različite stepene proliferacije i hipertorfije ćelijskog tela 
astrocita, a u ozbiljnijim slučajevima dovodi do formiranja glijskog ožiljka (Sofroniew, 2009; 
Sofroniew & Vinters, 2010).  

1.4.4.1. Tipovi reaktivne astroglioze 

Na osnovu težine povrede, reaktivni astrociti se mogu klasifikovati u dva glavna podtipa: 
hipertrofične astrocite i reaktivne astrocite koji formiraju ožiljak (Sofroniew, 2014, 2020). Kao 
rezultat blagih povreda CNS-a (blaga trauma, virusne ili bakterijske infekcije) astrociti postaju 
hipertrofični i prolaze kroz različite nivoe molekularnih, funkcionalnih i fizioloških promena. Nakon 
ovakvih povreda, astrociti zadržavaju svoje osnovne ćelijske karakteristike i morfologiju i ne 
povećava im se proliferativni kapacitet. Oni takođe “ostaju” na svojim inicijalnim pozicijama i 
nastavljaju da interaguju sa istim tipom ćelija kao i u zdravom CNS-u (Slika 4) (Sofroniew, 2009, 
2014, 2020). Kod ovog tipa reaktivne astroglioze, moguć 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 penetrirajuće traume, teške  

            

Slika 4. Tipovi reaktivnih astrocita. Na osnovu težine povrede CNS, reaktivni astrociti mogu se klasifikovati u dve 
grupe: hipertrofični astrociti i reaktivni astrociti koji formiraju glijski ožiljak. (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 ćelija kao u zdravom CNS-u. Ovaj tip povrede ne dovodi do 
formiranja glijskog ožiljka. (B) Kao rezultat ozbiljnijih povreda, astrociti proliferirišu i migriraju na mesto povrede gde 



 

15 
 

formiraju glijski ožiljak. Glijski ožiljci sadrže novoformirane astrocite i druge tipove ćelija. Teže povrede dovode do 
značajnog i trajnog rearanžmana tkiva i inhibiraju regeneraciju aksona na mestu povrede. Preuzeto i izmenjeno iz Lazic 
et al., 2022. 

kontuzivne traume, ishemije, infekcije, autoimunske inflamacije, nakupljanja toksina, 
neurodegenerativnih bolesti ili poremećaja krvno-moždane barijere, reaktivni astrociti migriraju na 
mesto povrede gde proliferišu i formiraju glijski ožiljak koji služi kao granica koja razdvaja oštećeno 
tkivo od okolnog zdravog nervnog tkiva (Sofroniew, 2009, 2014) (Slika 4). Proliferišući astrociti 
nastaju ili transformacijom zrelih astrocita koji su već prisutni u blizini lezije, ili diferencijacijom od 
neuralnih progenitora (Sofroniew, 2009, 2014). Fiziološka uloga glijskog ožiljka je da spreči dalja 
oštećenja i inflamaciju okolnog zdravog nervnog tkiva (Slika 4). S druge strane, dovodi do trajne 
reorganizacije tkiva i može dovesti do nekih štetnih efekata na oporavak CNS-a kao što je sprečavanje 
regeneracije aksona na mestu povrede (Hara et al., 2017; Shigetomi et al., 2019; Sofroniew, 2009, 
2014, 2020).  

1.4.4.2. Morfološke, transkripcione i funkcionalne promene reaktivnih astrocita 

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

Morfološke i funkcionalne promene u reaktivnim astrocitima su posledica složenih i precizno 
regulisanih promena u profilu ekspresije njihovih gena. Reaktivni astrociti ponovo stiču neke od 
prekursorskih karakteristika kao što su povećan proliferativni i migratorni kapacitet i ponovna 
ekspresija citoskeletnih elemenata karakterističnih 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 
genetički program karakterističan za astrocitne prekursore i rane postnatalne astrocite (Chaboub et 
al., 2016; Zhou, 2016). Na primer, ekspresija proteina SOX2, ključnog za održavanje visokog 
proliferativnog potencijala astrocita tokom razvića, značajno raste u reaktivnim astrocitima (Slika 5) 
(Bani-Yaghoub et al., 2006). Studija Bani-Yaghoub i saradnika povezuje ponovnu ekspresiju SOX2 
sa povećanim proliferativnim kapacitetom ovih ćelija nakon povrede. Pored toga, ekspresija proteina 
SOX9, ključnog za inicijaciju gliogeneze, takođe je povećana u reaktivnim astrocitima (Slika 5) (Sun 
et al., 2017). Ipak, molekularni mehanizmi delovanja i uloga ovih regulatornih proteina transkripcije 
u reaktivnim astrocitima još uvek nisu detaljno razjašnjeni. Pored SOX gena, mikroRNK imaju važne 
regulatorne uloge u aktivaciji astrocita (Bhalala et al., 2012; Mor et al., 2011; Ziu et al., 2011). 
Pokazano je da miR-21, čija se ekspresija povećava u reaktivnim astrocitima, ostvaruje pozitivne 
efekte na oporavak nervnog tkiva nakon povrede (Slika 5) (Bhalala et al., 2012). Povećana ekspresija 
miR-21 se uočava i u reaktivnim astrocitima nakon povrede kičmene moždine (Liu et al., 2018). 
Studija Liu i 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 povećanja proliferativnog kapaciteta ovih ćelija i u isto vreme inhibira 
njihovu apoptozu (Liu et al., 2018). Takođe, nivo miR-21 raste u astrocitima nakon traumatske 
povrede mozga, gde ova miRNK ostvaruje pozitivan efekat na oporavak krvno-moždane barijere i 
sprečava apoptozu neurona (Bai & Bian, 2022; Han et al., 2014). S druge strane, ekspresija miR-145, 
koji se eksprimira u astrocitima u fiziološkim uslovima, smanjuje se tokom reaktivne astroglioze 
(Slika 5) (Wang et al., 2015). Različite studije pokazuju da, osim miR-21 i miR-145, mnoge druge 
miRNK imaju promenjen nivo ekspresije u različitim patološkim stanjima CNS-a i imaju važnu 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 miša, dovodi do nastanka neurotoksičnog A1 fenotipa 
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reaktivnih astrocita. Sa druge strane, ishemija izazvana okluzijom srednje cerebralne arterije miša, 
dovodi do nastanka neuroprotektivnog A2 fenotipa reaktivnih astrocita (Slika 5) (Zamanian et al., 
2012). Uočene su razlike u ekspresiji najmanje 50% gena između ova dva reaktivna fenotipa. Na 
primer, ekspresija GFAP-a i vimentina se povećava i u A1 i u A2 astrocitima, ali su nestin-pozitivni 
astrociti prisutni samo kod A1 reaktivnog fenotipa (Zamanian et al., 2012). U oba modela povrede se 
povećava ekspresija citoskeletnih proteina, proteina vanćelijskog matriksa, proteina uključenih u 
imunski odgovor kao i adhezionih molekula (Matusova et al., 2023). Međutim, u A1 astrocitima 
postoji značajnije povećanje u ekspresiji gena uključenih u imunski odgovor, dok A2 astrociti 
značajnije povećavaju ekspresiju gena uključenih u proliferaciju i metaboličku aktivnost (Matusova 
et al., 2023). A1 astrociti ostvaruju negativan efekat na oporavak CNS-a (Lawrence et al., 2023). Oni 
oslobađaju pro-inflamatorne faktore kao što su neidentifikovani neurotoksin(i), komplement C3 (C3), 
D-serin, azot monoksid (NO) i faktor nekroze tumora alfa (TNF-α) i na taj način inhibiraju aktivnost 
ili dovode do smrti određene grupe neurona i oligodendrocita (Slika 5) (Fan & Huo, 2021; Liddelow 
& Barres, 2017). A1 astrociti takođe sekretuju i hemoatraktante i hemokine uključujući hemokinski 
ligand sa motivom C-X-C 10 (CXCL10). Ovaj hemokin privlači T limfocite i druge imunske ćelije i 
time dovodi do širenja inflamacije (Lawrence et al., 2023). Takođe je utvrđeno da se u A1 astrocitima 
smanjuje ekspresija glutamatnih transportera, GABA neurotransmitera, trofičkih faktora, gena 
uključenih u transport laktata, faktora uključenih u formiranje sinapsi SPARC-sličan 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 
ekscitotosičnosti koja dovodi do smrti neurona, a uočava se u različitim patološkim stanjima 
uključujući traumatsku povredu mozga (engl. traumatic brain injury, TBI), epilepsiju, moždani 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 pomaže regeneraciju CNS-
a lučenjem neurotrofnih faktora i trombospondina koji podržavaju preživljavanje neurona i oporavak 
sinapsi (Slika 5) (Liddelow & Barres, 2017; Liddelow et al., 2017). A2 astrociti proliferišu i učestvuju 
u formiranju glijskog ožiljka, uklanjaju ćelijske ostatke i učestvuju u reparaciji KMB (Lawrence et 
al., 2023; Liddelow & Barres, 2017; Liddelow et al., 2017). Međutim, određene studije govore da su 
u formiranje glijskog ožiljka uključeni i A1 astrociti (Czyzewski et al., 2024; Fan & Huo, 2021). 
Istovremeno prisustvo ova dva tipa astrocita u određenim patologijama CNS-a može da objasni zašto 
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 mišjim primarnim reaktivnim 
astrocitima povećava ekspresija glutamatnog transportera Glast i time smanjuje nivo vanćelijskog 
glutamata i sprečava ekscitotoksičnost (Slika 5) (Neal et al., 2018). Pokazano je da A2 astrociti takođe 
smanjuju ekspresiju nekih faktora uključenih u odgovor na stres i inflamaciju, uključujući: P2Y 
purinoceptor 1 (engl. P2Y purinoceptor 1, P2Y1R), IL-12, IL-23, FKBP prolil izomeraza 5 (engl. 
FKBP Prolyl Isomerase 5, FKBP5), serglicin (eng. serglycin, SRGN), histokompatibilni 2 D region 
lokusa 1 (engl. histocompatibility 2 D region locus 1, H2-D1) i guanilat-vezujući protein 2 (engl. 
Guanylate-Binding Protein 2, GBP2) (Slika 5) (Ding et al., 2021). Nekoliko studija ukazuje da su u 
različitim patologijama CNS-a (akutne povrede, infekcije, neurodegenerativnih bolesti), prisutni 
različiti reaktivni fenotipovi astrocita. Korišćenjem transkriptomike na nivou pojedinačnih ćelija, 
Leng i saradnici (Leng et al., 2022) istraživali su heterogenost astrocita dobijenih iz iPSC tretiranih 
citokinima koji izazivaju neuroinflamaciju, korišćenim u studiji Liddelow i saradnika (Liddelow et 
al., 2017). Definisali su dva podtipa A1 reaktivnih astrocita izazvanih neuroinflamacijom. Dok jedna 
grupa A1 astrocita povećano eksprimira gene uključene u imunski odgovor, u drugoj grupi povećava 
se ekspresija gena uključenih u signalizaciju interferona, što ukazuje na njihove specijalizovane 
funkcije (Leng et al., 2022; Matusova et al., 2023). Studija Li i saradnici kod miševa sa povredom 
kičmene moždine identifikovala je dva tipa reaktivnih astrocita. Obe populacije povećano 
eksprimiraju GFAP, vimentin i nestin, međutim samo u jednoj populaciji se povećava ekspresija 
markera proliferacije Ki67, što je ukazuje na povećan proliferativni kapacitet ovih ćelija (Li et al., 
2022). Sve navedene studije naglašavaju složenost reaktivnih astrocitnih fenotipova, što jednostavna 
klasifikacija na A1 i A2 fenotipe ne može adekvatno obuhvatiti. Iako je klasifikacija na A1 i A2 
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astrocite usvojena u više studija (Fan & Huo, 2021; Liddelow et al., 2017; Zamanian et al., 2012), 
ova jednostavna podela reaktivnih astrocita na dobro/loše ili neurotoksično/neuroprotektivno stanje 
ima svoje nedostatke, jer ne uspeva da obuhvati njihovu raznolikost kroz različite bolesti CNS-a. 
Escartin i saradnici su objasnili da u bilo kom trenutku tokom progresije patologije istovremeno 
postoji veći broj reaktivnih astrocitnih fenotipova u mozgu (Escartin et al., 2021). Takođe, astrociti u 
različitim patologijama istovremeno mogu steći štetne funkcije i izgubiti korisne funkcije. Ravnoteža 
između izgubljenih/stečenih funkcija, kao i prisutnost različitih subpopulacija astrocita određuju 
konačan ishod bolesti (Escartin et al., 2021). 

  
Slika 5. Morfološke, funkcionalne i molekularne karakterstike reaktivnih astrocita. Kao odgovor na povredu 
reaktivni astrociti prolaze kroz morfološke promene, uključujući hipertrofiju ćelijskog tela i nastavaka, kao i povećanu 
ekspresiju intermedijarnih filamenata: GFAP-a, vimentina i nestina. Reaktivni astrociti stiču sekretorni fenotip koji može 
imati korisne ili štetne efekte na oporavak nervnog tkiva. Reaktivni astrociti prolaze kroz značajne promene u ekspresiji 
gena. Dolazi do povećane 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. Takođe, 
ekspresija miR-21 se povećava u reaktivnim astrocitima, dok se ekspresija miR-145 smanjuje. Na osnovu patološkog 
stanja koje je izazvalo njihovu aktivaciju, astrociti se mogu klasifikovati kao A1 ili A2 astrociti. A1 astrociti oslobađaju 
pro-inflamatorne citokine kao što su neidentifikovani neurotoksini, komplement C3, D-serin, NO i TNF-α, koji su štetni 
za preživljavanje neurona i njihov oporavak. A1 astrociti smanjuju transport laktata, ekspresiju glutamatnih transportera; 
ekspresiju SPARCL1, 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 podržava regeneraciju CNS-a lučeći podskup 
neurotrofnih faktora i trombospondina, koji podržavaju preživljavanje neurona i oporavak sinapsi. Oni takođe povećavaju 
ekspresiju glutamatnog transportera GLAST i na taj način održava homeostazu vanćelijskog glutamata, sprečavajući 
glutamatom izazvanu ekscitotoksičnost. A2 astrociti pojačavaju ekspresiju gena uključenih u anti-inflamatorni odgovor: 
arginaza-1, Nrf2 (engl. Nuclear factor E2-related factor 2), dok smanjuju ekspresiju faktora povezanih sa odgovorom na 
stres i inflamacijom: inducibilna sintaza azot-monoksida (iNOS); P2Y purinoceptor 1 (P2Y1R); interleukini IL-12 i IL-
23; FKBP prolil izomeraza 5 (FKBP5); SRGN; histokompatibilni 2 D-lokus 1 (H2-D1); i guanilat-vezujući protein 2 
(GBP2). Preuzeto i izmenjeno iz Lazic et al., 2022.  
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1.4.5. Reaktivni astrociti i patologije CNS-a 
Izučavanje funkcija reaktivnih astrocita i formiranja glijskog ožiljka u različitim patologijama 

CNS-a su fokus mnogih istraživanja. Usled gubitka fizioloških, homeostatskih funkcija i sticanja 
patogenih odlika reaktivni astrociti predstavljaju bitne učesnike mnogih poremećaja i bolesti CNS-a 
(Sofroniew & Vinters, 2010). Ove promene igraju značajnu ulogu u različitim patološkim stanjima 
kao što su traumatske povrede, epilepsija, moždani 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 
mehaničkih povreda mozga koje uzrokuju oštećenje tkiva i narušavaju homeostazu CNS-a. Kao 
posledica TBI dolazi do aktivacije različitih regulatornih mehanizama tokom vremena koji mogu 
dovesti ili do ublažavanja posledica povrede ili do sekundarnih povreda nervnog tkiva (Burda et al., 
2016). Glavne odlike TBI su reaktivna astroglioza i formiranje glijskog ožiljka (Sofroniew & Vinters, 
2010). Vremenski sled TBI podrazumeva primarne i sekundarne povrede. Primarna povreda se 
dešava kao posledica direktne mehaničke povrede mozga i za rezultat ima ireverzibilan gubitak 
neurona i glijskih ćelija na mestu povrede (Jeremic et al., 2023; Michinaga & Koyama, 2021). 
Primarna povreda dovodi do pokretanja serije neuro-elektro-hemijskih događaja koji kao krajnji 
rezultat uzrokuju umiranje neurona. Sekundarna povreda nastaje kao fiziološki odgovor na primarnu 
povredu. Naime, u sekundarnoj povredi astrociti, mikroglija i imunske ćelije iz perifernih tkiva 
dovode do inflamacije (Michinaga & Koyama, 2021). Pored neuroinflamacije sekundarne povrede 
uključuju poremećaje u funkciji KMB i otok (Michinaga & Koyama, 2021). U većini slučajeva, 
imunološki odgovor je koristan i povlači se nakon što se oštećeno tkivo obnovi (Zhang et al., 2023). 
Međutim, ukoliko se oštećeno tkivo ne oporavi u potpunosti, inflamacija može postati hronična što 
dalje oštećuje okolno tkivo i vremenom može dovesti do razvoja neurodegenerativnih bolesti (Zhang 
et al., 2023). Nakon povrede nervnog tkiva iz oštećenih ćelija oslobađa se ATP, koji se smatra 
univerzalnim „signalom opasnosti“  (Franke et al., 2012). ATP se vezuje za purinoreceptore P2X i 
P2Y na  membrani astrocita i pokreće unutarćelijsku molekularnu kaskadu koja finalno dovodi do 
povećane ekspresije GFAP-a i vimentina, hipertrofije ćelijskog tela i proliferacije astrocita u cilju 
ograničavanja nastale povrede i formiranja glijskog ožiljka (Czyzewski et al., 2024; Franke et al., 
2012; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Iako primarna povreda usled TBI ne može biti sprečena, 
sekundarne povrede otvaraju mogućnost za primenu različitih terapeutskih pristupa u cilju 
ograničavanja nastalih oštećenja (Wang et al., 2015). Mnoge studije su pokazale da su određeni lekovi 
ostvarili pozitivan efekat na oporavak neurona kroz promovisanje povoljnih i eliminaciju nepovoljnih 
funcija astrocita (Kitchen et al., 2020; Rothstein et al., 2005). Stoga, farmakološka ili genetička 
modulacija astrocita predstavlja dobar potencijalni pristup za razvoj novih terapijskih strategija u 
lečenju TBI (Michinaga & Koyama, 2021). 

1.4.5.2. Ishemija 

Ishemija može dovesti do teškog oštećenja mozga, invaliditeta ili čak smrti. Ranije se 
istraživanje ishemije fokusiralo na neurone, jer su oni osetljiviji na ishemiju nego astrociti. Danas se 
zna da astrociti imaju važne i raznolike uloge u ovom procesu, što ih čini obećavajućim terapijskim 
metama za lečenje moždane ishemije (Hernandez et al., 2021; Rossi et al., 2007). Glavni negativni 
efekat moždane ishemije je gubitak kiseonika u mozgu (Pivonkova & Anderova, 2017). Moždani 
udar je najčešći tip fokalne ishemije, uzrokuje ga zapušenje moždane arterije, što dovodi do gubitka 
neurona u ishemičnoj zoni i formiranja glijskog ožiljka (deSai C, 2023). Tokom ishemije, astrociti 
prolaze kroz promene fenotipa prema reaktivnom, uključujući hipertrofiju ćelijskog tela, povećan 
proliferativni kapacitet i formiranje glijskog ožiljka, promene u ekspresiji gena i povećanu ekspresiju 
intermedijarnih filamenata GFAP-a, vimentina i nestina (Potokar et al., 2020). Kao i u drugim 
patologijama, astrociti ostvaruju dvojake funkcije tokom moždane ishemije (Li et al., 2008; Liu & 
Chopp, 2016). Studija koju su sproveli Li i saradnici pokazala je da, tokom ishemije, reaktivni 
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astrociti luče interleukin 15 (IL15), koji specifično aktivira citotoksične mehanizme prirodnih ćelija 
ubica (NK) i CD8+ T limfocita, što dovodi do upale tkiva i oštećenja nakon ishemijske povrede (Li 
et al., 2008; Li et al., 2017). S druge strane, astrociti takođe ostvaruju korisne funkcije, kao što je 
proizvodnja angiogenih i neurotrofnih faktora koji su važni za preživljavanje neurona i regeneraciju 
nakon moždanog udara (Liu & Chopp, 2016).  

1.4.5.3. Neurodegenerativne bolesti 

AB, ALS, PB i Hantingtonova bolest (HB) su neurodegenerativne bolesti koje se obično 
javljaju u kasnoj životnoj dobi. Jedna od patoloških karakteristika ovih bolesti je neuroinflamacija 
(Chitnis & Weiner, 2017; Heneka et al., 2015; Komine & Yamanaka, 2015; Troncoso-Escudero et 
al., 2018). Inflamacija u CNS može imati korisne efekte, poput brze i lokalizovane reakcije na 
povrede (Yong et al., 2019). Međutim, kod ovih neurodegenerativnih bolesti, neuroinflamacija je 
hronična i postaje štetna po okolno tkivo (Chitnis & Weiner, 2017). Reaktivni astrociti u 
neurodegenerativnim bolestima mogu pogoršati inflamatorne reakcije i oštetiti tkivo, ili dovesti do 
imunosupresije i reparacije tkiva (Colombo & Farina, 2016). Efekat koji ostvaruju reaktivni astrociti 
zavisi od trenutka u progresiji bolesti, specifičnosti bolesti kao i od uticaja mikrosredine koja 
uključuje mikrogliju (Kwon & Koh, 2020) i druge tipove ćelija (Lee et al., 2021). Reaktivni astrociti 
i mikroglija proizvode inflamatorne molekule i učestvuju u oblikovanju inflamatornog odgovora u 
različitim bolestima. Mikroglija luči različite pro-inflamatorne molekule uključujući IL-1, TNF-α i 
komponentu komplementa 1q (engl. complement component 1q, C1q) koje deluju na aktivirane 
astrocite i dovode do ispoljavanja A1 pro-inflamatornog fenotipa. Ovaj fenotip je prisutan u različitim 
delovima mozga kod pacijenata sa AB, PB, ALS, multiplom sklerozom (MS) i HB, kao i u 
životinjskim modelima ovih bolesti (Liddelow et al., 2017). Takođe, u ALS i PB dolazi do poremećaja 
u homeostazi glutamata usled smanjene ekpresije glutamatnih transportera, što dovodi do 
ekscitotoksičnosti (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, poremećaja 
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  
povećava se u fiziološkim uslovima tokom starenja i dovodi do hronične inflamacije nervnog tkiva, 
koja predstavlja rizik za nastanak različitih neurodegenerativnih bolesti (Lawrence et al., 2023). 

1.4.6. Senescencija astrocita 

Ćelijska senescencija je fenomen povezan sa starenjem koji su prvi opisali Leonard Hejflik 
(engl. Leonard Hayflick) i Pol Murhed (engl. Paul Moorhead) kada su uočili da humani fibroblasti 
nakon dugoročnog kultivisanja in vitro gube mogućnost replikacije (Hayflick, 1965). Ovaj fenomen 
je nazvan replikativna senescencija i najčešće se povezuje sa skraćivanjem telomera usled uzastopnih 
replikacija molekula DNK (Cohen & Torres, 2019). Kasnije je otkriveno da senescentne ćelije mogu 
da se akumuliraju u različitim tkivima i organima, gde ostvaruju različite fiziološke i patološke 
funkcije. Drugi tip senescencije  naziva se preuranjena senescencija izazvana stresom. Ovaj tip 
senescencije nastaje kada ćelije usled različitih stresora (aktivirani onkogeni, citokini, reaktivne 
kiseonične vrste, oštećenja u molekulu DNK) prerano uđu u senescentno stanje. Senescencija je 
proces koji se odlikuje ireverzibilnim zaustavljanjem ćelijskog ciklusa, brojnim fenotipskim 
promenama, kao i sticanjem karakterističnog pro-inflamatornog sekretornog fenotipa povezanog sa 
senescencijom (engl. senescence associated secretory phenotype, SASP) (Slika 6) (Mijit et al., 2020). 
Za razliku od ćelija u stanju mirovanja gde do zaustavljanja ćelijskog ciklusa dolazi u G0 fazi, 
senescencija pokreće trajno zaustavljanje ćelijskog ciklusa u fazama ćelijskog ciklusa G1 i G2. 
Senescentni astrociti ostaju metabolički aktivni, vijabilni i aktivno suprimiraju apoptozu (Roger et 
al., 2021). Ove ćelije pokazuju jedinstvene karakteristike i funkcije (Slika 6), koje ih razlikuju od 
drugih neproliferišućih ćelija, kao što su utišane ili terminalno diferencirane ćelije (Roger et al., 
2021). Senescentne ćelije najčešće se identifikuju preko aktivnosti enzima β galaktozidaze povezane 
sa senescencijom (engl. senescence-associated beta galactosidase, SA-β-gal) (Slika 6) (Lee et al., 
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2006). Povećana aktivnost ovog enzima pored in vitro modela, uočena je i u in vivo u humanim 
tkivima i stoga se često koristi kao marker senescencije i starenja (Cho & Hwang, 2012). Zanimljivo 
je istaći studije koje su pokazale da i utišani i senescentni astrociti pokazuju aktivnost SA-β-gal, s tim 
što je intenzitet aktivnosti ovog enzima znatno izraženiji u senescentnim astrocitima (Cho & Hwang, 
2012; Terzi et al., 2016). Put prenosa signala mTOR (engl. mammalian target of rapamycin) je glavni 
signalni put koji učestvuje u finoj regulaciji između ova dva stanja- senescencije i utišanosti (Terzi et 
al., 2016). Senescencija doprinosi razvoju neurodegenerativnih oboljenja povezanih sa starenjem, a 
može dovesti i do pojave malignih bolesti (Roger et al., 2021). Cohen i saradnici su senescenciju 
astrocita nazvali “astrosenescencija” (Cohen & Torres, 2019). Brojne studije su pokazale da različiti 
faktori uključujući višestruko ponovljenu replikaciju, oksidativni stres, poremećeni metabolizam, 
inhibiciju proteazoma, visok nivo glukoze, HIV infekcije, X zračenja, izlaganje vodonik-peroksidu i 
skraćivanja telomera tokom starenja dovode do oštećenja u molekulu DNK i ulaska astrocita u 
senescenciju (Roger et al., 2021; Terzi et al., 2016). Za razliku od reaktivne astroglioze, ćelijska 
senescencija astrocita je ireverzibilno i trajno stanje. Senescentni astrociti se odlikuju uvećanim i 
pljosnatim ćelijskim telom, izmenjenom morfologijom jedra usled smanjene ekspresije proteina 
jedarne lamine lamina B1 i reorganizacijom intermedijarnih filamenata (Slika 6) (Bitto et al., 2010). 
Nakon izlaganja oksidativnom stresu, primarne kulture i mišjih i humanih astrocita dobijaju uvećanu, 
spljoštenu i vakuoalizovanu morfologiju tipičnu za senescentne ćelije. 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). Slično reaktivnim astrocitima, senescentni astrociti karakterišu se 
povećanom ekspresijom GFAP-a koji je važan za održavanje mehaničke čvrstine i oblika astrocita 
(Slika 6) (Gomes et al., 1999; Middeldorp & Hol, 2011). Pored morfoloških promena, senescentni 
astrociti pokazuju složene funkcionalne promene u čijoj su osnovi promene u ekspresiji gena (Kumari 
& Jat, 2021). Najviše izučavani signalni putevi u senescenciji su P53/p21cip1 i p16INK4A/rB tumor 
supresor signalni put (Chen et al., 2006). P53/ p21cip1 signalni put je uključen u regulaciju replikativne 
senescencije, dok je glavni regulator stresom-izazvane senescencije p16ink4A/Rb tumor supresor 
signalni put (Chen et al., 2006). Protein p53  poznat je kao "čuvar genoma" sa brojnim funkcijama i 
ima ključnu ulogu u procesu replikativne senescencije (Lane, 1992). Postoje dve izoforme p53 
proteina u astrocitima, ∆133p53 i p53β, a u senescentnim astrocitima se smanjeno eksprimira 
∆133p53 i povećano eksprimira p53β 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 povećavaju ekspresiju jednog od nizvodnih 
targeta p53, regulatora ćelijskog ciklusa p21waf1, koji dalje inhibira aktivnost ciklin-D zavisne kinaze 
2 (CDK2), što rezultira zaustavljanjem ćelijskog ciklusa (Han et al., 2020). Oba signalna puta P53/ 
p21cip1 i p16ink4A/Rb tumor supresor signalni put su složena i uključuju promene u različitim setovima 
gena (Kumari & Jat, 2021). Proteini p53 i p21waf1 su ključni “igrači” u senescenciji, a sugerisano je 
da je put p53/p21waf1 važan za inicijaciju senescencije, dok je put koji uključuje p16 i pRb porodicu 
proteina važan za dalje održavanje senescentnog stanja (Mijit et al., 2020). SASP karakteriše 
povećana sekrecija pro-inflamatornih hemokina, faktora rasta, proteaza i inflamatornih citokina, što 
dovodi do indukcije inflamacije (Cohen & Torres, 2019). Sekrecija određenih faktora SASP-a se 
menja u odnosu na stimulus koji ih je izazvao (Han et al., 2020). Iako je sastav SASP-a varijabilan, 
jedna od najčešćih komponenti SASP-a je citokin IL-6 (Han et al., 2020). Pored IL-6, interleukini IL-
8 i IL-1β i TNF-α su često povećani 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 povećane 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 karakteriše smanjena ekspresija gena koji kodiraju ključne proteine za transport 
glutamata (EAAT1/EAAT2), kalijuma (Kir4.1), i vode (AQP4). Ove promene narušavaju 
homeostatske funkcije astrocita, uključujući njihovu sposobnost da pruže zaštitu neuronima, čime se 
povećava rizik od neurotoksičnih efekata i narušavanja fizioloških procesa u mozgu (Slika 6) (Limbad 
et al., 2020). Osim negativnih efekata na neurone, senescentni astrociti izazivaju promene u mozgu, 
poput slabljenja sinaptičke plastičnosti, gubitka neuralnih matičnih ćelija 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. Imajući u vidu da je ekspresija miRNK često 
promenjena tokom starenja, smatra se da one mogu biti korišćene kao potencijalni biomarkeri starenja 
i ćelijske senescencije (Williams et al., 2017). Na primer, ekspresija miR-34a smatra se biomarkerom 
starenja mozga kod miševa (Li et al., 2011). Pored toga, u hepatocitima miševa koji stare uočena je 
povećana ekspresija i drugih miRNK kao što su miR-93, miR-214, miR-669c i miR-709 (Maes et al., 
2008). Eksperimenti na različitim tipovima humanih ćelijskih linija pokazali su da miRNK utiču na 
ćelijsku senescenciju kroz modulaciju ekspresije regulatornih proteina senescencije, posebno preko 
komponenti p53/p21waf1 i p16ink4A/pRB signalnih puteva i SASP-a (Suh, 2018). Na primer, 
identifikovano je nekoliko miRNK uključujući: miR-504, miR-125b, miR-25i miR-30d koje se 
direktno vezuju za P53 transkript i suprimiraju njegovu ekspresiju (Hu et al., 2010; Kumar et al., 
2011; Le et al., 2009). S druge strane, miR-192, miR-194, miR-215 i miR-605 indirektno povećavaju 
ekspresiju P53 tako što inhibiraju ekspresiju E3 ubikvitin ligazu MDM2. miR-34a podstiče ćelijsku 
senescenciju inhibicijom ekpsresije SIRT1 (engl. silent-mating type information regulation 2 
homologue 1), deacetilaze koja negativno reguliše p53 i puteve odgovora na stres. U ovom procesu 
pored miR-34a učestvuju i miR-22, miR-138, miR-181a/b, miR-217 i miR-449 (Suh, 2018). Molekul 
miR-106b, članovi familije miR-130b, miR-302a/b/c/d, miR-512-3p i miR-515-3p inhibiraju 
ekspresiju P21, time inhibirajući i senescencu (Borgdorff et al., 2010). Studija Lal i saradnika 
pokazala je da je smanjena ekspresija miR-24 povezana sa povećanim nivoom p16, što ukazuje da 
ova miRNK negativno reguliše P16 regulator ćelijskog 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 istraživanja o ulozi 
miRNK u ćelijskoj senescenciji, u konteksu astrocita, ovo istraživačko polje je slabo proučeno.  Ovo 
ostavlja značajan prostor za dalja istraživanja u cilju dubljeg razumevanja njihove uloge u 
“astrosenescenciji” i mehanizama delovanja što bi pored značaja za fundamentalnu nauku omogućilo 
i njihovu potencijalnu primenu u terapeutske svrhe.  

 
Slika 6. Glavne morfološke, molekularne i funkcionalne karakteristike senescentnih astrocita. Senescentni astrociti 
imaju uvećan, spljošten oblik sa izmenjenom morfologijom jedra, praćen promenama u ekspresiji citoskeletnih i jedarnih 
proteina. Odlikuje ih povećana ekspresija GFAP-a i smanjena ekspresija jedarnog proteina Lamina-B1. Kod senescentnih 
astrocita povećana je ekspresija Δ133p53 i HMGB1, a smanjeno se eksprimira protein p53β. Ove ćelije se odlikuju 
povećanom aktivnošću enzima SA-ß-gal. Ekspresija glutamatnih transportera (EAAT1/EAAT2), kalijumovog kanala 
Kir4.1, kao i AQP4 transportera je smanjena kod senescentnih astrocita. Sa funkcionalnog aspekta, senescentni astrociti 
se odlikuju ireverzibilnim zaustavljanjem ćelijskog 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 fiziološki proces koji se dešava pod uticajem različitih genetičkih faktora 
kao i faktora životne sredine (Nigam et al., 2012). Odlika starenja je akumulacija senescentnih ćelija 
koje nisu u stanju da zamene oštećene ćelije 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 što su neurodegenerativna oboljenja. Iako uloga ćelijske senescencije u bolestima povezanim sa 
starenjem još nije dovoljno izučena, širok spektar morfoloških, molekularnih i funkcionalnih 
promena senescentnih astrocita dovodi do gubitka fizioloških i sticanja štetnih funkcija ovih ćelija i 
čini ih važnim učesnicima u neurodegenerativnim bolestima (Slika 6) (Cohen & Torres, 2019). 
Senescentni astrociti su identifikovani u post mortem moždanom 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 lučenja 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, poremećaj u metabolizmu glutamata je još 
jedna karakteristika koja doprinosi uključenosti senescentnih astrocita u neurodegenerativne bolesti 
(Limbad et al., 2020). Poremećaj u metabolizmu glutamata u senescentnim astrocitima je zajednička 
karakteristika različitih NB (Slika 6) (Ungerleider et al., 2021). Takođe, eksperimenti na astrocitima 
u ko-kulturama sa neuronima su pokazali da senescentni astrociti negativno utiču na mitohondrijalni 
membranski potencijal neurona i menjaju njihovu funkcionalnost (Morales-Rosales et al., 2021). 
Ovaj fenomen je verovatno posledica gubitka sposobnosti senescentnih astrocita da luče faktore 
potrebne za funkcionisanje neurona ili sticanje neurotoksičnog efekta kroz lučenje faktora SASP-a 
(Morales-Rosales et al., 2021).  

Pokazano je da komponente SASP-a doprinose glavnim patološkim mehanizmima AB kao 
što su akumulacija Aβ, hiperfosforilacija tau proteina i taloženje neurofibrilarnih petlji (engl. 
neurofibrillary tangles, NFT) (Han et al., 2020). U jednoj studiji, senescentni astrociti su primećeni 
u regionu mozga oko Aβ plaka, i sugerisano je da su usko povezani sa patologijom AB preko 
inflamatornog odgovora (Bhat et al., 2012). Senescentni astrociti takođe imaju patološki uticaj na 
dopaminergičke neurone, koji su pretežno pogođeni u PB. Pokazano je da senescentni astrociti mogu 
suzbiti proliferaciju i migraciju neuralnih progenitora i smanjiti vijabilnost dopaminergičkih neurona 
(Chinta et al., 2018). U životinjskim modelima ALS-a, kao i kod pacijenata sa ALS-om, senescentni 
astrociti postaju toksični za motorne neurone (Das & Svendsen, 2015; Martin et al., 2000; Turnquist 
et al., 2016). U transgenom glodarskom modelu ALS, primećena je preuranjena pojava senescentnih 
astrocita, koji nisu u stanju da obezbede podršku motornim neuronima (Das & Svendsen, 2015). 
Sugeriše se da povećani nivo SASP faktora, mogu doprineti hroničnoj inflamaciji koja se razvija u 
ALS (Pole A, 2016).  

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

1.4.7. Razlike i sličnosti između senescentnih i reaktivnih astrocita 
Tokom starenja CNS-a, astrociti usled aktivacije ili senescencije postaju neurotoksični i 

doprinose hroničnoj inflamaciji koja može uticati na razvoj neurodegenerativnih bolesti (Cohen & 
Torres, 2019; Lopez-Teros et al., 2022). Usled različitih stresogenih stimulusa astrociti postaju 
reaktivni ili senescentni i lučenjem pro-inflamatornih citokina doprinose inflamaciji i slabljenju 
kognitivnih funkcija tokom starenja (Lopez-Teros et al., 2022). Postoje mnoge sličnosti i razlike 
između reaktivnih i senescentnih astrocita. Ono što je slično kod oba fenotipa je uvećanje ćelijskog 
tela, povećana ekspresija GFAP-a, smanjena ekspresija EAAT1, EAAT2 i Kir4.1 kanala i pro-
inflamatorni fenotip (Tabela 2) (Lazic et al., 2022; Lopez-Teros et al., 2022). Ove zajedničke 
karakteristike su neretko dovodile do zabune i pogrešno izvođenje zaključaka u okviru različitih 
studija, jer se smatralo da je istraživački fokus bio na reaktivnim astrocitima, a zapravo se radilo o 
senesentnim astrocitima (Cohen & Torres, 2019). Međutim, između ova dva fenotipa postoje jasne 
razlike koje olakšavaju njihovu identifikaciju od kojih su glavne sumirane u Tabeli 2. Rezultati 
komparativnih analiza pokazali su da između 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 najčešće sadrži citokine IL-
6, IL-1α, IL-1β i TNF-α (Lopez-Teros et al., 2024; Lopez-Teros et al., 2022) kao i određene 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 lučenja različitih 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 razvića se javlja kao normalan fiziološki proces (Munoz-Espin & Serrano, 2014), a 
učestvuje i u održavanju homeostaze adultnih tkiva (pomaže oporavak tkiva nakon oštećenja jetre, 
fibroze ili zarastanja povreda) (Demaria et al., 2014; Jun & Lau, 2010; Krizhanovsky et al., 2008). 

Tabela 2. Pregled sličnosti i razlika između reaktivnih i senescentnih astrocita. Preuzeto i izmenjeno i iz Lazic et al., 
2022. 

Promene u 
odnosu na 

utišan/zdrav 
astrocitni 

fenotip 

Reaktivni 
astrociti 

Reference Senescentni 
astrociti 

Reference 

M
or

fo
lo

šk
e 

pr
om

en
e 

- Ćelijska hipertrofija; 
- Promene u ekspresiji 
citoskeletnih 
intermedijarnih 
filamenata: 
- Povećana ekspresija 
GFAP-a,  
 
nestina i vimentina.  

Mestre et al., 2018 
 
 
 
 
Abbott et al., 2006 
 
 
Brown & Ransom, 
2007; Deitmer et al., 
2019; Salman et al., 
2022  

- Uvećano, pljosnato, 
ćelijsko telo sa 
vakuolama; 
 
- Povećana ekspresija 
GFAP-a; 
 
- Smanjena ekspresija 
Lamina-B1 i gubitak 
tipične jedarne 
morfologije. 

Bitto et al., 2010 
 
 
 
Kwon & Koh, 2020 
 
 
 
Bitto et al., 2010 
 
 

Fu
nk

ci
on

al
ne

 
pr

om
en

e 

- Povećan 
proliferativni i 
migratiorni kapacitet; 
 
- Sekretorni fenotip  
(sekrecija pro-
inflamatornih faktora 
kao i neurotrofnih i 
neuropoetičnih faktora 
rasta).   

Sofroniew, 2009 
 
 
 
Bak & Walls, 2018; 
Pole A, 2016  
 

- Ireverzibilno 
zaustavljanje 
ćelijskog ciklusa;  
 
 
-Sekretorni fenotip 
povezan sa 
senescencijom (engl. 
senescence-
associated secretory 
phenotype, SASP) 
(najčešće pro-
inflamatorni).  

Bush et al., 1999 
 
 
 
 
O'Brien & Wong, 
2011 
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T
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pr
om
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- Povećana ekspresija 
SOX2 i SOX9 
regulatornih proteina;  
 
 
 
 
- Povećana ekspresija 
miR-21 i smanjena 
ekspresija miR-145; 
 
-Smanjena ekspresija 
glutamatnih 
transportera EAAT1 
and EAAT2 i Kir4.1 
kanala; 
 
 
- Povećana 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 

- Povećana aktivnost 
enzima β-
galaktozidaze (SA-β-
gal); 
 
 
 
- Povećana ekspresija 
HMGB1 
 
 
- Smanjena ekspresija 
EAAT1/EAAT2; 
Kir4.1 i AQP4. 
 
 
- Povećana ekspresija 
inhibitora ćelijskog 
ciklusa p53, p21 i p16 
 
- Smanjena ekspresija 
Δ133p53 i povećana 
ekspresija p53β; 

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 
 

 

 

1.4.8. Terapeutske strategije usmerene na modulaciju astrocita 
Imajući u vidu da astrociti imaju ključnu ulogu u održavanju homeostaze kako u fiziološkim, 

tako i u patološkim uslovima u CNS-u, njihovo proučavanje postalo je vrlo interesantno sa 
terapeutskog aspekta. Sposobnost astrocita da reaguju na bilo koji vid povrede u mozgu čini ove ćelije 
moćnim endogenim odbrambenim mehanizmom kojim se može manipulisati u cilju preživljavanja 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 unapređivanje njihovih neuroprotektivnih uloga, 
poput sekrecije neurotrofnih faktora, neuropoetičkih citokina i faktora rasta, dok se istovremeno 
minimalizuju ili potpuno eliminišu nepovoljni efekti koje ove ćelije ostvaruju (Slika 7) (Escartin & 
Bonvento, 2008; Linnerbauer & Rothhammer, 2020). Različiti 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 nanočestice i 
peptidi sa visokim afinitetom i specifičnošću za astrocite koji služe za isporuku biološki aktivnih 
hidrofilnih jedinjenja kao što su proteini, nukleinske kiseline i mali molekuli u ove ćelije (Valori et 
al., 2019). Određeni lekovi, koji se koriste u kliničkoj praksi, takođe mogu poboljšati funkcije 
astrocita. Dobar primer za ovo je prenamena antibiotika ceftriaksona, za koji je otkriveno da efikasno 
povećava ekspresiju specifičnog glutamatnog transportera EAAT2 kod astrocita (Rothstein et al., 
2005) čija je redukovana ekspresija karakteristika mnogih neurodegenerativnih oboljenja i uzrokuje 
glutamatnu ekscitotoksičnost. Astrociti u zdravom CNS-u produkuju različite antioksidante 
uključujući glutation, superoksid dismutazu i askorbat (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). 
Stimulacijom produkcije ovih jedinjenja u astrocitima može da se smanji nivo štetnih 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 poboljšanje njihovih neuroprotektivnih ili minimalizaciju neurotoksičnih 
efekata. U tu svrhu primenjenjuju se različiti pristupi, uključujući virusima posredovanu gensku terapiju i egzogenu 
primenu jedinjenja. Različiti alati, uključujući peptide visoko specifične za astrocite i nanočestice, koriste se za selektivnu 
i specifičnu dostavu terapeutika astrocitima. (B) Moguće opcije lečenja degenerativnih promena uzrokovanih starenjem i 
bolesti povezanih sa starenjem oslanjaju se na novu klasu lekova poznatu kao senolitici, koji funkcionišu selektivnim 
indukovanjem apoptoze u senescentnim ćelijama. Preuzeto i izmenjeno iz Lazic et al., 2022. 

radikala u povređenom nervnom tkivu i tako pozitivno deluje na preživljavanje neurona i njihov 
oporavak (Barreto et al., 2011). Značajno povećanje oslobađanja glutationa postignuto je aktivacijom 
astrocita posredstvom citokina IL-1β i TNFα (Gavillet et al., 2008), a oslobođeni glutation postaje 
dostupan neuronima kao bitan antioksidativni molekul (Dringen, 2000). Razvoj terapeutskih 
strategija za eliminaciju senescentnih ćelija je u fokusu istraživanja kao jedna od mogućih strategija 
za lečenje bolesti povezanih sa starenjem. Eliminacija senescentnih ćelija i pratećeg SASP-a, ili 
sprečavanje senescencije genetičkom ili farmakološkim modulacijom, može ostvariti pozitivan efekat 
na neurodegenerativne bolesti (Bussian et al., 2018; Si et al., 2021; Yabluchanskiy et al., 2020). 
Konkretno, pokazano je da povećana ekspresija Δ133p53 u astrocitima čija je senescencija izazvana 
zračenjem dovodi do represije SASP-a (Turnquist et al., 2019). Takođe, pokazano je da in vitro 
tretman ginsenozidom F1 u astrocitima koji su senescentni dovodi do represije SASP-a kroz inhibiciju 
p38 MAPK-zavisne NF-κB aktivnosti (Hou et al., 2018). Nova klasa lekova poznata kao senolitici 
funkcionišu tako što selektivno indukuju apoptozu u senescentnim ćelijama (Slika 7B), dok se 
senomorfici koriste kao anti-SASP terapija (Ungerleider et al., 2021). Neki senolitički lekovi, kao što 
su propranolol i sildenafil, pokazuju obećavajuće rezultate kao potencijalni terapeutski agensi koji bi 
mogli biti korisni za lečenje AB (Dobarro et al., 2013; Orejana et al., 2012). 
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2. Ciljevi istraživanja 
Astrociti poseduju jedinstvenu sposobnost da se aktiviraju u odgovoru na različite patološke 

promene CNS-a i u tom procesu ponovo stiču neke od karakteristika astrocitnih prekursora (Lagos-
Cabre et al., 2019). Proteini SOX2 i SOX9 imaju bitne uloge u gliogenezi (Bani-Yaghoub et al., 2006; 
Kang et al., 2012) i njihova ekspresija se povećava u reaktivnim astrocitima u procesu reaktivne 
astroglioze (Chen et al., 2019; Sun et al., 2017). Međutim, uloga ovih regulatornih proteina 
transkripcije u zrelim astrocitima i dalje nije dovoljno izučena. U reaktivnim astrocitima povećano 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 održavanju 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 i SOX9 i miR-21 na fenotipske karakteristike 
astrocita, formulisani su specifični ciljevi ove doktorske teze: 

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

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 ćelijskim procesima karakterističnim 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 proizvođači hemikalija 

NaCl - natrijum hlorid  
KCl - kalijum hlorid  
CaCl2 - kalcijum hlorid 
NaH2PO4- natrijum dihydrogen fosfat  
Na2HPO4 - natrijum dihidrogen fosfat  
KH2PO4 - kalijum dihidrogen fosfat  
NaHCO3 - natrijum hidrogen karbonat  
MgSO4 - magnezijum sulfat  
d-glukoza 

Sigma-Aldrich, SAD 

EDTA - etilen diamin tetra sirćetna 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 
Sirćetna 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 govečeta  
Tripsin 

Gibco, ThermoFisher Scientific 

Antibiotik-antimikotik 
FBS - fetalni goveđi serum 
NGS- Normalni kozji serum 
Geltrex™ 
Matrigel® 

Gibco, ThermoFisher Scientific 
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3.2. Eksperimentalne životinje  
Eksperimenti su rađeni na pacovima Wistar soja starim 10 nedelja, muškog pola. Životinje su 

gajene u konstantnim ambijentalnim uslovima: temperatura od 23±2°C, relativna vlažnost 50-60%, 
12:12h svetlost-mrak i sa ad libitum pristupom hrani i vodi. Eksperimentalna procedura je odobrena 
od stane Etičkog komiteta Univerziteta u Beogradu (broj prijave 61206-2915/2-20) i izvršena u 
saglasnosti sa direktivom EU o zaštiti životinja korišćenih u naučne svrhe 2010/63/EU. 

3.2.1. Ablacija senzomotorne kore (ASK) prednjeg mozga pacova 
Kao eksperimentlna grupa životinja na kojima je izvršena ablacija senzomotorne kore 

prednjeg mozga (ASK grupa) koriščeni su pacovi  stari 10 nedelja, muškog pola. Životinje su 
anestezirane intraperitonealnom injekcijom Zoletila®50 (50 mg/kg telesne težine; Virbac, Karos, 
Francuska) i postavljene u stereotaktički ram. Koža glave je obrijana i zasečena duž srednje linije 
skalpelom kako bi se izložio predeo bregme. Koordinate kraniotomije bile su 2 mm ispred bregme, 4 
mm iza bregme i 4 mm bočno od srednje linije. Koštani poklopac odvojen je pincetom u stranu. Dura 
(tvrda moždana ovojnica) je pažljivo zasečena i pomerena u stranu. Odstranjivanje senzomotorne 
kore prednjeg mozga pacova izvedeno je pažljivom aspiracijom (metoda sukcione ablacije) sive 
moždane mase pomoću tanke polipropilenske cevi povezane na vakum, sve do pojave bele mase. 
Nakon što su dura i pomerena kost vraćene na mesto, koža je zašivena, a životinje su održavane na 
toplom dok se nisu probudile. Kao kontrolna grupa životinje koriščene su intaktne životinje 
identičnog uzrasta. Životinje iz obe grupe (ASK i kontrolne grupe), žrtvovane su 10 dana nakon 
povrede. 

3.3. NT2/D1 ćelijska linija 
U ovom radu korišćena je permanentna ćelijska linija poreklom od humanog embrionalnog 

teratokarcinoma NT2/D1 (ATCC® eng. American Type Culture Collection, Sjedinjene Američke 
Države, SAD).  

3.3.1. Protokol za diferencijaciju NT2/D1 ćelija 
NT2/D1 ćelije (ATCC®™ Virdžinija, SAD) posađene su u broju od 2x106 ćelija po T75 

flasku i gajene su u kompletnom medijumu koji sadrži: Dulbekov modifikovani Eagle medijum sa 
visokim sadržajem glukoze (4,5 g/l) (eng. High glucose Dulbecco's modified Eagle medium, 
HG/DMEM) (Gibco, ThermoFisher Scientific, SAD), sa dodatkom 10% goveđeg fetalnog seruma 
(eng. fetal bovine serum, FBS) (Gibco, ThermoFisher Scientific, SAD) i mešavinom antibiotika i 
antimikotika (Gibco, ThermoFisher Scientific, SAD). Ćelije su gajene u inkubatoru sa 10% CO2, na 
temperaturi od 37°C. Tretirane su 10 µM all-trans retinoičnom kiselinom (RK, Sigma-Aldrich, SAD) 
rastvorenom u kompletnom medijumu. Kompletan medijum, sa dodatkom sveže RK, menjan je tri 
puta nedeljno u periodu od četiri nedelje. Nakon četiri nedelje tretmana ćelije su presađene u šest 
novih T75 flaskova i gajene u medijumu bez RK još dva dana (Slika 8). Diferencirani NT2-neuroni 
(NT2/N) su zatim mehaničkim putem odvojeni od populacije adheretnih ćelija. Naime, bočne ivice 
T75 flaskova snažno su udarene po 10 puta i zatim je supernatant koji sadrži 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 zasađeni na Petri šolje obložene podlogom od Matrigela. NT2/N su 
okarakterisani imunofluorescentnim obeležavanjem citoskeletnog markera MAP2 i nisu korišćeni za 
dalje eksperimente u okviru ove teze, dok su od ostatka adherentne populacije ćelija 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 ćelija je tripsinizovana, presađena 
u nove T75 flaskove i gajena kompletnom medijumu. Ćelijama je menjan medijum svaki drugi dan, 
a presađivane su po postizanju konfluentnosti. Ćelije 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 češće ih presađivati, a u kasnijim fazama 
(od treće do pete nedelje gajenja u kulturi) njihov proliferativni kapacitet se smanjio i presađivani su 
ređe. 

 
Slika 8. Šematski prikaz protokola za diferencijaciju NT2/D1 ćelija 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 domaćini za umnožavanje molekula rekombinantne DNK najčešće se koriste bakterije. 
Proces unosa rekombinantne DNK u bakterije naziva se transformacija. Kako bi proces 
transformacije uspeo, bakterije moraju biti kompetentne, tj. njihove membrane se moraju učiniti 
propustljivim za molekule strane DNK. Generisanje kompetentnih bakterija se postiže na različite 
načine, primenom hemijskih ili fizičkih agenasa. U eksperimentima prikazanim u ovoj tezi primenjen 
je protokol transformacije bakterija toplotnim šokom. Za transformaciju su korišćene bakterije 
Escherichia coli (E. coli), soja Dh5-Alpha, sa karakteristikama genotipa: F-80dlacZM15 (lacZYA-
argF) U169 recA1 endA1hsdR17(rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relA1, (MCLAB Molecular 
Cloning Laboratories, SAD). U prvom koraku transformacije, u 200 μl Dh5-Alpha soja E. coli 
bakterija kompetentnih za transformaciju toplotnim šokom dodato je ~10 ng plazmidne DNK. Smeša 
je inkubirana 30 min na ledu uz povremeno mešanje, nakon čega je sledila inkubacija 2 min na 
temperaturi od 42°C. Potom je smeša inkubirana na ledu još 5 min i prebačena u 1 ml toplog tečnog 
LB medijuma (engl. Lysogeny Broth; Tripton, Ekstrakt kvasca, NaCl i dH2O) radi oživljavanja. 
Bakterije su se od toplotnog šoka oporavljale 1 h na 37°C, nakon čega je 100-300 µl kulture zasejano 
na čvrstu LB podlogu sa ampicilinom i inkubirano preko noći na 37°C. Narednog dana su selektovane 
pojedinačne bakterijske kolonije i zasađene u 10 ml tečnog LB medijuma sa ampicilinom i inkubirane 
preko noći na 37°C. Deo volumena iz prekonoćnih bakterijskih kolonija (100-150μl) zasađen je u 
veći volumen LB medijuma odakle je potom izolovana plazmidna DNK.  
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3.4.2. Izolacija plazmidne DNK na srednjoj skali  
Izolacija plazmidnih konstrukata korišćenih za transfekciju izvršena je na srednjoj skali 

korišćenjem kita DNK PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit (Invitrogen, SAD). Princip 
rada ovog kit-a zasniva se na modifikovanoj proceduri alkalne lize, nakon čega se plazmidna DNK 
selektivno vezuje za specijalizovani anjonski-jonoizmenjivački matriks, pod odgovarajućim 
uslovima niskih jonskih jačina i vrednosti pH. Molekuli RNK, proteini i ostale nečistoće uklonjeni su 
pranjem rastvorima srednje jonske jačine. Plazmidna DNK je eluirana u puferu sa visokim sadržajem 
soli, a zatim odsoljena i koncentrisana precipitacijom korišćenjem izopropanola i prikupljena 
centrifugiranjem. Kako su plazmidi korišćeni za potrebe produkcije lentivirusa i transdukciju NT2/A, 
bilo je neophodno da iz izolata budu uklonjeni bakterijski endotoksini, imajući u vidu da prisustvo 
endotoksina znatno umanjuje efikasnost transdukcije eukariotskih ćelija. Korišćenjem ER (engl. 
endotoxin removal) pufera, dobijenog u PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit-u, sprečeno 
je vezivanje endotoksina iz bakterija za DNK vezujući matriks. Izolovana plazmidna DNK je 
kvantifikovana i čuvana na -20°C do upotrebe. 

3.4.3. Produkcija lentivirusa i transdukcija NT2/A  
Transdukcija je proces prenošenja genetičkog materijala posredstvom virusa. Lentivirusni 

vektori potiču iz virusa humane imunodeficijencije (HIV) i postali su bitan alat koji omogućava 
ekspresiju transgena u sisarskim ćelijama. Uobičajeno se lentiviralni vektori produkuju u HEK293 
ćelijama. Kako bi nastali zreli virusi potrebno je da HEK293 ćelije budu transfekovane plazmidima 
koji sadrže gene potrebne za formiranje virusne partikule, kao i plazmidom koji sadrži transgen. Za 
generisanje virusa u ovom doktoratu korišćena je permanentna ćelijska 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 ćelijama. U tu svrhu 1.2 
x 106 ovih ćelija je zasejano u Petri šolje prečnika 10 cm a zatim je, naredni dan, urađena tranzijentna 
transfekcija korišćenjem polietileneimin MAX (PEI-Max) (pH 7.2) reagensa (Polysciences Inc, 
SAD). Kako bi se generisali virusi koji nose SOX9 ekspresioni konstrukt, korišćeni su sledeći vektori: 
2.5 μg pMDLg/RRE, 1.7 μg pCMV-VSV-G, 1 μg pRSV-Rev, 10 μg pWPXL ili 10 μg pWPXL-Sox9 
(Tabela 4). Za generisanje virusa koji nose SOX2 ekspresioni konstrukt ili odgovarajući prazan 
vektor, korišćeno je 8.6 μg pCMV-VSV-G, 13 μg pCMV delta R8.2 ili 10μg pSin-EF2-Sox2-Pur ili 
10 μg pSin4-EF2-IRES-Pur (Tabela 4). Za generisanje virusa koji nose lentiviralni anti-sense miR-
21 konstrukt (anti-miR-21) ili odgovarajući prazan vektor, korišćeno je: 1,7 μg pCMV-VSVG, 1 μg 
pRSV-REV, 2,5 μg pMDLg/RRE, 10 μg lentiviralnog antisense-miR21 (anti-miR21) (Radulovic et 
al., 2017) ili pGreenPuro praznog vektora (pGP; SI505A-1, System Biosciences, SAD, Tabela 4). 
Lentiviralni transdukcioni vektor pGreenPuro (pGP) korišćen je kao nosač u koji je uklonirana 

Tabela 4.Vektori i plazmidi korišćeni u radu.  

Plazmid Veličina Karakteristike Referenca 
pWPXL 10510 bp Lentivirusni, sisarski ekspresioni vektor, u 

koji je ukloniran gen za pojačani zeleni 
fluorescentni protein (eng. ‘Enhanced 
Green Fluorescent Protein’, EGFP). Nosi 
gen odgovoran za razvoj rezistencije na 
ampicilin. 

Addgene 

pSin4-EF2-IRES-Pur 7500 bp Lentivirusni, sisarski ekspresioni vektor 
koji nosi gene odgovorne za razvoj 
rezistencije na ampicilin i puromicin. 

Addgene 

pWPXL-Sox9 10510 bp Lentivirusni, sisarski ekspresioni plazmid, 
koji je na mestu gena EGFP sadrži 
kodirajući region humanog gena Sox9. 

Addgene 
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Nosi gen odgovoran za razvoj rezistencije 
na puromicin. 

pSin-EF2-Sox2-Pur 8500 bp Lentivirusni, sisarski ekspresioni plazmid. 
Sadrži kodirajući region humanog gena 
SOX2. Nosi gen odgovoran za razvoj 
rezistencije na ampicilin i puromicin. 

Addgene® 

pMDLg/pRRE 8895 bp Lentivirusni vektor treće generacije za 
pakovanje virusa - sadrži HIV-1 gene Pol 
(kodira revereznu transkriptazu, RNKazu 
H i integrazu) i Gag (kodira glavni 
strukturni poliprotein Gag) neophodne za 
pakovanje virusa, gen odgovoran za 
razvoj rezistencije na ampicilin. 

Addgene® 

pCMV-VSV-G 6363 bp Ekspresioni lentivirusni vektor za 
pakovanje virusa - kodira G glikoprotein 
virusa vezikularnog stomatitisa (VSV-G) - 
neophodan za produkciju virusnih 
partikula - sadrži gen odgovoran za razvoj 
rezistencije na ampicilin. 

Addgene® 

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

Addgene 

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

Addgene 

pmiRZIP-21 nepoznata pmiRZIP lentivirusni ekspresioni vektor  
koji poseduje odgovarajući region koji 
sadrži antisense sekvencu miR-21 (anti-
miR-21). Dobijen je kloniranjem mir-21 
oligonukleotida (miRZIP-21; Biocat, 
Nemačka) u pGreen Puro (pGP) 
lentivirusni ekspresioni vektor. 

(Radulovic et al., 
2017) 

pGreen Puro (pgP) 7861bp pGreen puro (pGP) shRNA (engl. Small 
hairpin RNAs) lentivirusni eukariotski, 
klonirajući 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. 

System 
Biosciences 

 

sekvenca za inhibiciju miR-21 (anti-miR-21) koristeći miRNK oligonukleotid (Biocat, Nemačka). Za 
rastvaranje PEI reagensa i plazmida su korišćen je Opti-MEM™ medijum (Gibco, Thermofisher 
scientific, SAD). Odnos PEI:DNK koji je korišćen u svim navedenim transfekcijama bio je 3:1. 
Nakon inkubiranja u transfekcionoj smeši 6h, ćelijama je uklonjen medijum i dodat im je svež 
kompletan medijum. Virusi su u transfektovanim HEK293 ćelijama generisani i oslobođeni u 
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medijum u narednih 48 h. Nakon isteka ovog vremenskog perioda ćelijski supernatant je filtriran kroz 
filter prečnika pore 0.2 μm radi oslobađanja od ćelijskih ostataka. U filtrirani supernatant dodat je 
agens koji poboljšava efikasnost penetracije virusa u eukariotsku ćeliju, Polybrene (Sigma-Aldrich, 
SAD) u finalnoj koncentraciji 8 μg/μl. Na ovaj način pripremljena infektivna smeša nakapavana je 
na NT2/A u četvrtoj nedelji sazrevanja. Nakon 6 h ćelije su isprane u 1x fosfatnom puferu za ćelije 
(PBS) (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4 i ddH2O) i dodat im je svež 
kompletan medijum sa dodatkom antibiotika puromicina (0.3μg/ml) u cilju selekcije transdukovanih 
ćelija. Ćelije su rasle u medijumu koji je sadržavao puromicin narednih 48 h. Eksperimenti na 
ćelijama su rađeni 5 dana nakon transdukcije. 

3.5. Test vijabilnosti 
Vijabilnost NT2/A nakon transdukcije sa SOX2 i SOX9 ispitana je koristeći CellTiter 96® 

Aqueous One Solution Cell Proliferation esej (MTS esej, Promega, SAD). Pet dana nakon 
transdukcije sa SOX2 i SOX9 lentiviralnim konstruktima i njihovim odgovarajućim kontrolnim 
vektorima, ćelije su zasejane u sudove sa 96 bunarića (1x104 ćelija po bunariću). Esej je urađen po 
uputstvu proizvođača. Kolorimetrijsko merenje izvršeno je uz pomoć Infinite 200 PRO čitača za 
mikroploče (Tecan, Menerdorf, Švajcarska), na talasnoj dužini od 490 nm. Pet dana nakon 
transdukcije sa anti-miR21 ili praznim vektorom, ćelije su zasejane u ploče sa 96 bunarića (1,5 × 10⁴ 
ćelija po bunariću) za NT2/A stare jednu nedelju i 2 × 10⁴ ćelija po bunariću za NT2/A stare četiri 
nedelje. Vijabilnost NT2/A sa utišanom ekspresijom miR-21, ispitana je MTT esejem (M2128, 
Merck, SAD) za NT2/A prve nedelje sazrevanja i MTS esejem za NT2/A četvrte nedelje sazrevanja. 
Eseji su urađeni u šest tehničkih replikata i ponovljeni u tri nezavisna eksperimenta. 

3.6. Test zarastanja povrede (engl. Scratch Wound)  

Test zarastanja povrede korišćen je za određivanje migratornog kapaciteta ćelija in vitro. 
NT2/A 2. nedelje sazrevanja zasejani su u Petri šolje prečnika 10cm (4x105 ćelija po šolji) i gajeni su 
do četvrte nedelje sazrevanja, kad su dostigli konfluentnost (5x105 ćelija po šolji). Konfluentni sloj 
ćelija zagreban je nastavkom pipete od 200 µL. Pri svakom ručnom nanošenju povrede vodilo se 
računa da pritisak, ugao i brzina povlačenja nastavka budu što ravnomerniji u cilju dobijanja 
ogrebotina ujednačenih širina. Kako bi se uklonile odlepljene ćelije, ćelije su isprane sa 1 x PBS-om, 
i nakon toga im je dodat svež medijum. Naneta je po jedna povreda na konfluentan sloj astrocita u 
petri šolji od 10 cm. Uslikana su po 4 kadra duž povrede, čija je lokalizacija naznačena markerom. 
Migratorni kapacitet ćelija sa povećanom ekspresijom SOX9 analiziran je 24 h nakon ogrebotine, dok 
je migratorni kapacitet NT2/A sa povećanom ekspresijom SOX2 analiziran 36 sata nakon ogrebotine, 
usled sporije migracije ćelijskog fronta. Mesto povrede je fotografisano u momentu nanošenja 
povrede (0 h) i 24 h (SOX9), odnosno 36 h (SOX2) nakon povrede upotrebom invertnog mikroskopa 
DM IL LED (Leica Microsystems, Nemačka). Svaki uzorak je uslikan na 4 lokacije duž inicijalne 
povrede. Iste lokacije su ponovo fotografisane 24 h (SOX9) odnosno 36 h (SOX2) nakon nanošenja 
povrede. Za analizu procenta popunjenosti praznog prostora korišćen je Leica Application Suite V4.8 
softver. Za svaki od uzoraka (NT2/A_1N, NT2/A_SOX9, NT2_SOX2 i NT2/A_4N) analizirana su 
dva seta mikrografija (0h i 24h ili 36h), koja uključuju četiri odvojena kadra, odnosno 4 različite 
lokacije duž povrede. Povlačenjem linija od jednog do drugog ćelijskog fronta, premerena je širina 
povrede. Da bi se obuhvatila cela površina kadra, povučen je veći broj paralelnih linija. Premerene 
dužine izražene su u µm i izvučena je srednja vrednost širine povrede za svaki kadar u svakoj 
vremenskoj tački. Procenat preostalog slobodnog prostora nakon migracije ćelijskog fronta određen 
je pomoću formula: srednja vrednost širine povrede nakon 24h × 100 / srednja vrednost širine povrede 
u 0h, odnosno: srednja vrednost širine povrede nakon 36h × 100 / srednja vrednost širine povrede u 
0h. Nakon toga, procenat popunjenosti praznog prostora izračunat je oduzimanjem dobijene vrednosti 
od 100%, pri čemu je inicijalna širina povrede (0h) uzeta kao referentna vrednost. Analiza procenta 
popunjenosti praznog prostora izvršena je u tri nezavisna eksperimenta. 
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Kako bi se analizirala ekspresija SOX2 i SOX9 u NT2/A aktiviranim ogrebotinom, dve nedelje 
stare NT2/A ćelije zasejane su na Petri šolje prečnika 10cm (4x105 ćelija po šolji) i gajene su do 
četvrte nedelje sazrevanja, kada su ćelije dostigle konfluentnost (5x105 ćelija po šolji). Konfluentni 
ćelijski sloj je zagreban nastavkom pipete od 200µL. U različitim vremenskim tačkama (0, 8, 24 i 36 
h) nakon povrede ćelije su sakupljene i napravljeni su talozi iz kojih su izolovani ukupni ćelijski 
proteini, koji su dalje korišćeni za Western blot analizu.  

3.7. Tretman forskolinom  

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

3.8. Glutamatni esej  
Za procenu preuzimanja glutamata od strane astrocita, korišćen 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 ćelija po uzorku iznosio je 3 × 10⁶ (4 konfluentne petri šolje 
od 10cm). Ćelije su tretirane sa 2 mM glutamatom (Sigma-Aldrich, SAD) koji je dodat u Henkov 
balansirani rastvor soli sa dodatkom Ca2+ (engl. Hank’s Balanced Salt Solution, HBSS) u trajanju od 
1 h. Sastav HBSS rastvora bio je sledeći: 1.26 mM CaCl2, 5.36 mM KCl, 0.44 mM KH2PO4, 0.811 
mM MgSO4, 137 mM NaCl, 0.336 mM Na2HPO4, 4.166 mM NaHCO3 i 5.55 mM d-glukoza, pH 
7.25 ± 0.15 (Tabela 3). Nakon toga, ćelije su mehaničkim putem skinute sa šolja strugačem (engl. 
scraper) i lizirane u reagensu iz glutamatnog kita. Unos glutamata meren je prema uputstvu 
proizvođača koristeći Infinite 200 PRO čitač za mikroploče (Tecan, Švajcarska). Unos glutamata je 
normalizovan na ukupnu količinu proteina u odgovarajućem uzorku (Mahmoud et al., 2019), merenu 
Bradford esejem. 

3.9. Test senescencije  
Za analizu senescencije NT2/A prve i četvrte nedelje sazrevanja sa utišanom ekspresijom 

miR-21 korišćen je Senescence β-galactosidase Staining Kit (Cell Signaling Technology, SAD) 
prema uputstvima proizvođača. Test senescencije zasniva se na sposobnosti enzima β-galaktozidaze 
povezane sa senescencijom (SA- β-gal) da katalizuje hidrolizu hromogenog supstrata X-gal-a (5-
bromo-4-hloro-3-indolil-β-D-galaktopiranozid) na pH=6, što je praćeno pojavom zelenog produkta 
u senescentnim ćelijama. NT2/A ćelije su zasejane u ploče sa 24 bunarića (1,7 × 10⁴ ćelija po 
bunariću). Transdukcija je sprovedena na NT2/A ćelijama u prvoj i četvrtoj nedelji sazrevanja. Pet 
dana nakon transdukcije anti-miR21 konstruktom ili praznim vektorom, ćelije su obojene prema 
uputstvu proizvođača koristeći odgovarajući kit. Nakon toga, ćelije su isprane 1 x PBS-om, fiksirane 
sa 4% PFA i bojene 12 h na 37°C radi detekcije SA-β-gal koristeći X-gal. Sve ćelije su slikane pod 
istim uslovima pomoću DM IL LED invertovanog mikroskopa. Intenzitet SA-β-gal bojenja 
kvantifikovan je pomoću opcije Analyze (measure area) softvera ImageJ . Rezultati su dobijeni iz tri 
nezavisna biološka eksperimenta. 

3.10. Izolacija totalne RNK 
Totalna RNK izolovana je iz uzoraka pomoću TRIzol reagensa (engl. TRI reagent® Solution) 

(Invitrogen, SAD) prema upustvu proizvođača. Ćelije su isprane 1xPBS-om, odvojene od površine 
suda 1x ili 2x tripsinom (Gibco, ThermoFisher Scientific, SAD) i resuspendovane u kompletnom 
medijumu. Ćelije 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. Ćelije su 
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još jednom centrifugirane 5min na 1200 rpm na RT, a nakon uklanjanja supernatanta talog je 
resuspendovan u TRIzol reagensu (u talog ćelija je dodata količina reagensa koja odgovora površini 
suda u kome su ćelije gajene; 1ml za konfluentni sloj ćelija iz petri šolje prečnika 10cm, 500µl za 
konfluentni sloj ćelija iz petri šolje prečnika 6 cm). Uzorci su zatim inkubirani 5 min na RT. U 
homogenate je potom dodat hloroform (1/5 volumena korišćenog TRIzol reagensa), komponente 
smeše su promešane na vorteksu i zatim inkubirane 5 min na RT. Smeša je centrifugirana 15 min na 
12000 x g na +4 °C. Nakon centrifugiranja u tubi su se izdvojile tri faze: donja, organska faza, srednja 
beličasta faza, i gornja, vodena faza sa RNK. Gornja, vodena faza, u kojoj se nalazila RNK, prebačena 
je u nove tube i RNK je precipitirana dodavanjem izopropanola (polovina dodatog volumena TRIzol 
reagensa). Smeša 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 beličast talog RNK. Uklonjen je supernatant, a talog 
opran u 75% hladnom etanolu (iste zapremine kao korišćenog Trizol reagensa) i centrifugiran 5 min 
na 7500 x g na +4ºC. Posle odlivanja supernatanta, talog je osušen na RT i rastvoren u odgovarajućoj 
količini ddH2O (10-40µl u zavisnosti od veličine taloga). Da bi se RNK potpuno rastvorila u vodi, 
uzorci su inkubirani 10 min u vodenom kupatilu na +60ºC. Za određivanje koncentracije izolovane 
RNK korišćen je Biospec-Nano spektrofotometar (Shimadzu, Japan). Kvalitet izolovane RNK 
proveren je elektroforezom (80V, 45 min) u 1% agaroznom gelu (Serva, Nemačka), pripremljenim 
korišćenjem agaroze rastvorene u 1x TAE (Tris-acetat EDTA) (40mM Tris baza, 20mM Acetate, 
2mM EDTA i ddH2O) puferu koji sadrži 0,2 mg/ml etidijum bromida. Signal je vizuelizovan 
korišćenjem BioDoc Analyzer aparata (Biometra, Nemačka). 

3.11. Oslobađanje totalne RNK od ostataka genomske DNK 
Kako bi se izolovana RNK oslobodila tragova DNK korišćen je DNA-free™ DNA Removal 

Kit (Invitrogen, SAD) po uputstvima proizvođača. Uzorak koji je sadržao 2.5 μg 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 μl. Smeša je inkubirana u vodenom kupatilu na 37°C 30 min što su optimalni 
uslovi za aktivnost DNKaze I. Da bi dalja aktivnost DNKaze bila zaustavljena u reakcionu smešu 
dotato je 2.5 µl DNKaza I inaktivacionog reagensa i smeša je inkubirana 2 min na RT uz povremeno 
mešanje. Zatim su uzorci centrifugirani na 10000 x g u trajanju od 90 sek. Nakon centrifugiranja, 
supernatant sa RNK oslobođenom od nukleaza, prebačen je u nove tube i čuvan na -80ºC i korišćen 
za sintezu cDNK.  

3.12. Sinteza komplementarne DNK (cDNK)  
Za reverznu transkripciju totalne RNK u reakciji lančane polimerizacije (engl. Polymerase 

chain reaction, PCR) korišćen je High-Capacity cDNA Reverse Transcription®kit (, Applied 
Biosystems, SAD) prema uputstvu proizvođača. Za sintezu komplementarne DNK kao matrica 
korišćen je 1µg totalne RNK u ukupnoj zapremini od 20µl. Reakciona smeša je pored RNK 
sadržavala i 2µl nasumičnih oligonukleotida, 1 µl MultiScribe™ reverzne transkriptaze (50 U/µl), 2 
µl 10x RT pufera, 0,8 µl 100 mM dNTP miksa i vodu prečišćenu od nukleaza do 20 µl. cDNK je 
sintetisana u aparatu 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) prema sledećem 
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 čuvani na 
-20 °C do korišćenja. 

 
3.13. Semi-kvanitativni RT-PCR 

Kao matrica za semi-kvanitativni RT-PCR korišćena je prethodno sintetisana cDNK. Za 
umnožavanje DNK fragmenata korišćen je KAPA 2G Fast HotStart Ready Mix (Kapa Biosystems, 
SAD). Reakciona smeša ukupne zapremine od 10 μl sastojala se od 50 ng cDNK, 5 μl 2x KAPA 2G 
Fast HotStart Ready Mix-a, 0,5 pmol/μl odgovarajućeg F (engl. forward - F) oligonukleotida, 0,5 
pmol/μl odgovarajućeg R (engl. reverse - R) oligonukleotida i ddH20 do 10 µl. U reakcijama 
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semikvantitativnog RT-PCR-a korišćeni su oligonukleotidi specifični za gene OCT4 (OCT4 F i OCT4 
R), NEUROD1 (NeuroD1 F i NeuroD1 R), GAPDH (GAPDH F, GAPDH R) (sekvence 
oligonukleotida su prikazane u Tabeli 5). Ekspresija gena GAPDH korišćena je za normalizaciju 
količine matrice korišćene u reakcijama semi-kvantitativnog RT-PCR-a. Uslovi koji su korišćeni za 
odvijanje PCR reakcije: (1) inicijalna denaturacija: 3 min na 95°C; (2) 30 ciklusa umnožavanja: 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 rađena je u 2720 Thermal Cycler aparatu. Dobijeni PCR produkti provereni su 
elektroforezom u 2% agaroznom gelu pripremljenom korišćenjem 1x TAE pufera sa 0,2mg/ml 
etidijum bormida, na 80V, 45 min, a signal je vizuelizovan korišćenjem BioDoc Analyzer aparata 
(Biometra, Nemačka). 
 
3.14. Kvantitativni PCR u realnom vremenu (qRT-PCR) 

qRT-PCR je metoda koja omogućava umnožavanje molekula DNK od interesa uz 
istovremenu relativnu kvantifikaciju njegove količine. Za qRT-PCR reakcije korišćen je Power 
SYBRTM Green PCR master mix (Applied Byosistems, SAD) prema upustvima proizvođača. Za qRT-
PCR reakcije korišćeni su PCR aparati: 7500 Real-Time PCR Systems (Applied Byosistems, MA, 
SAD) i CFX Opus Real-Time PCR Systems (Biorad, SAD). Pored SYBRTM Green PCR master mix-
a, u reakcionu smešu ubačeno je 0,5 pmol/μl odgovarajućeg F (engl. forward - F) oligonukleotida, 
0,5 pmol/μl odgovarajućeg R (engl. reverse - R) oligonukleotida (Tabela 5), 1 μl odgovarajuće cDNK 
matrice (50 ng) i ddH20 do 10 µl. Ekspresija gena GAPDH korišćena je za normalizaciju količine 
matrice korišćene u RT-qPCR reakcijama prema sledećem protokolu: (1) inicijalna denaturacija: 10 
min na 95°C; (2) 40 ciklusa umnožavanja: a) denaturacija-15 sec na 95°C, b) aniling i elongacija-1 
min na 60°C.  

Svaka reakcija rađena je u triplikatu i za svaki uzorak izračunata je srednja vrednost. Pomoću 
komparativnog algoritma za kvantifikaciju određen je relativni nivo ekspresije analiziranih gena. Ova 
metoda se zasniva na primeni formule 2−ΔΔCt, koja omogućava izračunavanje stepena promene 
ekspresije ciljnog gena između ispitivanih uzoraka. Vrednost ΔΔCt predstavlja razliku između ΔCt 
vrednosti ispitivanog uzorka i ΔCt vrednosti kontrolnog uzorka. ΔCt se određuje kao razlika između 
Ct vrednosti gena od interesa i Ct vrednosti unutrašnje kontrole (GAPDH), čiji bi nivo trebalo da 
ostane isti u svim ispitivanim uzorcima. Relativna ekspresija ispitivanih gena prikazana je u 
poređenju sa ekspresijom u kontrolnim ćelijama ili ćelijama transdukovanim praznim vektorom, 
kojima je dodeljena vrednost 1.  

Tabela 5. Sekvence oligonukleotida korišćenih 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′ 
NEUROD1 F 5′-GGAAACGAACCCACTGTGCT-3′ 
NEUROD1 R 5′-GCCACACCAAATTCGTGGTG-3′ 
SOX2 F 5’-CCCCTGGCATGGCTCTTGGC-3′  
SOX2 R 5′-TCGGCGCCGGGGAGATACAT-3′ 
SOX9 F 5′-CTTCTGAACGAGAGCGAGA-3′ 
SOX9 R 5′ CTGCCCGTTCTTCACCGACTTC-3′ 
APCDD1 F 5′-AAGGAGTCACAGTGCCATCA-3′ 
APCDD1 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’ 
SLC1A3 F 5′-GGTTGCTGCAAGCACTCATCAC-3′ 
SLC1A3 R 5′-CACGCCATTGTTCTCTTCCAGG-3′ 
SLC1A2 F 5’-GACAGTCATCTTGGCTCAGA-3’ 
SLC1A2 R 5’-AATCCACCATCAGCTTGGCC-3’ 
p21Waf1/Cip1 F 5′-GCCTCAAGATCATCAGCAATGC-3′ 
p21Waf1/Cip1 R 5′-CCACGATACCAAAGTTGTCATGG-3′ 
TP53 F 5′-GACACCACTGGAGGGTGACT-3′ 
TP53 R   5′-CAGGTCCACATGGTCTTCCT-3′ 
GAPDH F 5′-GCCTCAAGATCATCAGCAATGC-3′ 
GAPDH R 5′-CCACGATACCAAAGTTGTCATGG-3′ 

 
3.15. Sinteza cDNK korišćenjem TaqmanTM MicroRNA Assay 

Za sintezu cDNK korišćene za analizu ekspresije miR-21 korišćen je TaqMan® MicroRNA 
esej (ID testa 000397, Applied Biosystems, SAD), a za sintezu RNU44 (engl. small nucleolar RNA 
C/D box 44) korišćen je TaqMan® MicroRNA esej (ID testa 001094, Applied Biosystems, SAD), 
prema uputstvu proizvođača. Reakciona smeša sadržala je 1,5µl 10x RT pufera za reverznu 
transkriptazu, 0,7 µl enzima reverzne transkriptaze (MultiScribe™, Applied Biosystems, SAD) 50 
U/µl, 0,19 µl RNKaznog inhibitora, 0,15 µl 100nm dNTP miksa, 5 x specifičnog oligonukleotida po 
tipu ukosnice (engl. stem-loop) za ciljano umnožavanje i ddH2O do 15 µl. Kao matrica korišćeno je 
3 µl molekula RNK koncentracije 20 ng/µl. 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 korišćenjem Taqman proba  

Za analizu ekspresije miR-21 rađena je reakcija qPCR-a korišćenjem TaqMan® Universal 
PCR Master Mix-a (Applied biosystems, SAD) u ukupnoj zapremini od 10 µl, u aparatu 7500 Real-
Time PCR Systems. Reakciona smeša sadržala je i 0,5 µl specifičnih fluorescentno obeleženih 
oligonukleotida (20 x) (TaqMan® microRNA esej, ID testa 000397), 2,5µl ddH2O, a kao matrica je 
korišćeno 2µl cDNK prethodno sintetisane korišćenjem Taqman microRNA eseja. Svaka reakcija 
rađena je u triplikatu i za svaki uzorak je izračunata srednja vrednost. Ekspresija RNU44 (ID testa 
001094, Applied Biosystems, SAD) korišćena je za normalizaciju količine matrice korišćene u RT-
qPCR reakcijama. Reakcija je izvedena prema sledećem protokolu: (1) aktivacija Taqman 
polimeraze: 10 min na 95°C; (2) 40 ciklusa umnožavanja: a) denaturacija-15 sec na 95°C, b) aniling 
i elongacija -1 min na 60°C. 

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

3.17. Izolacija ukupnih proteina 

U cilju analize ekspresije proteina izolovani su ukupni proteini iz NT2/D1 ćelija, kao i NT2/A 
različitih faza sazrevanja. Proteini su izolovani prema prethodno objavljenom protokolu (Xu et al., 
2003.). U prvom koraku, ćelije se odvojene od podloge koristeći 1x Tripsin, zatim je dodat kompletan 
medijum radi inaktivacije Tripsina. Ćelije su centrifugirane 5 min na 1200 rpm, a talog ćelija je zatim 
ispiran 2 puta u 1x PBS-u i čuvan na -80°C do korišćenja. Talog ćelija je resuspendovan u puferu za 
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lizu sledećeg sastava: 1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA pH 8 
i ddH2O (Tabela 3) i koktel inhibitora proteaza (1µg/µl aprotinin, 1µg/µl leupeptin i 1µg/µl pepstatin 
A) (Roche diagnostics, Švajcarska). Ćelije 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 ćelija, prebačen je u nove tube i čuvan na - 80°C do upotrebe. 

3.18. Imunološka detekcija proteina (Western blot) 
Koncentracija ukupnih proteina određena je Bradfordovom metodom korišćenjem BioRad 

Protein Assay Dye (Serva, Nemačka) prema uputstvu proizvodjača. Standardi za merenje 
koncentracije dobijeni su rastvaranjem BSA u koncentracijama od 1 do 20 μg/ml. Uzorci su 
pripremljeni rastvaranjem 1 μl ukupnog ćelijskog lizata u 799 μl ddH2O u koji je zatim dodato 200 
μl “BioRad Protein Assay Dye” reagensa. Apsorbancija je merena na spektrofotometru (Ultrospec 
3300 Pro, Amersham Biosciences, UK) na talasnoj dužini od 595 nm i na osnovu standardne krive 
određena je koncentracija proteina u analiziranim uzorcima. Uzorci proteina su denaturisani 
rastvaranjem u puferu za nanošenje (engl. loading buffer) sastavljenog od sledećih komponenti: 60 
mM Tris-HCl pH 6,8, 10% glicerol, 2% SDS, 5% β-merkaptoetanol, 0,01% bromfenol plavo (Tabela 
3) i inkubacijom 5 min na 95ºC. Nakon denaturacije, uzorci (30µg ukupnih proteina i proteinski 
standard (MWP06, Nippon GENETICS EUROPE, Nemačka) nanošeni su na prethodno pripremljeni 
5% gel za koncentrovanje u čiji sastav ulaze: 5% akrilamid, 0,125M Tris-HCl pH 6,8, 1% SDS, 0,01% 
APS, 0,001% TEMED i ddH2O. Uzorci su potom razdvajani na 12% gelu za razdvajanje koji su 
činile sledeće komponente: 12% akrilamida, 0,375M Tris-HCl pH 8,8, 1% SDS-a, 0,01% APS-a, 
0,001% TEMED-a i ddH2O. Uzorci su elektroforetski razdvajani na BioRad Protein Mini sistemu 
(BioRad, SAD) u TANK puferu koji sadrži: 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 veličini na gelu, usledilo je 
prenošenje proteina sa gela na noseće membrane od polivinilfluorida sa porama prečnika 0,2 µm 
(ImmobilionTM PDVF membrane, Millipore, SAD). Membrana je aktivirana inkubacijom u metanolu 
u trajanju od 5 min. Korišćen je polusuvi sistem elektrotransfera na aparatu Whatman Biometra® 
Fastblot (Biometra, Nemačka) u uslovima konstantne jačine stuje od 2 mA/cm2 membrane u trajanju 
od 45 min. Za elektrotransfer proteina na membranu korišćeni su sledeći puferski sistemi, prema 
uputstvu proizvođača (Biometra, Nemačka): anodni pufer I (300 mM Tris-HCl pH 10,4, 20% 
methanol i ddH2O), anodni pufer II (25 mM Tris-HCl pH 10,4, 20% methanol i ddH2O) i katodni 
pufer (25 mM Tris-HCl pH 9,5, 20% metanol, 0,3% glicin i ddH2O) (Tabela 3). Nakon završenog 
transfera za vizuelizaciju proteina korišćen je rastvor Ponceau S boje (0,1% Ponceau S, 5% sirćetna 
kiselina). Membrana je odbojena inkubacijom u metanolu 3 min uz mešanje. Po završenom 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 čiji sastav ulaze: 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM 
NaCl i 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 noći na +4C. Primarna 
antitela i korišćena razblaženja prikazani su u Tabeli 6. Nakon inkubacije sa primarnim antitelom, 
višak nevezanog antitela uklonjen je sa membrane kroz 3 ispiranja od po 10 min i 2 ispiranja od 5 
min u 1×TBST 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 razblaženja 
prikazana su u Tabeli 7. Membrane su potom ispirane na i 3 x 10 min i 2 x 5 min u 1×TBST puferu 
da bi se uklonio višak nevezanog antitela i signal je vizualizovan inkubacijom membrane u 
peroksidaznom supstratu ECL (Immobilion supstrat, Millipore, SAD) po uputstvu proizvođača. 
Hemiluminescentni signal je detektovan u mračnoj sobi na radiografskom filmu (engl. Kodak Medical 
X Ray film) ili na Biorad ChemiDoc Imaging sistemu (Biorad, SAD). Eksperimenti su urađeni u 
triplikatu, a analiza blotova je urađena korišćenjem Gel Analyzer opcije u ImageJ softveru. 
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Tabela 6. Primarna antitela korišćena u Western blot (WB), imunohistohemijiskim (IHH) i 
imunocitohemijskim (ICH) eksperimentima 

Primarno antitelo Proizvođač Kataloški broj Razblaženje 
zečje anti-SOX2 Active Motif, SAD 39823 1:3000 WB 

1:100 ICH 
1:100 IHH  

zečje anti-SOX9 Merck, SAD ab5535 1:500 WB 
1:100 ICH 
1:100 IHH 

zečje anti-GFAP Dako, Nemačka Z0334 1:1000 WB 
1:200 ICH 

mišje anti-GFAP UC Davis/NIH 
NeuroMab Facility, 
SAD 

73–240 1:200 IHH 

mišje anti-vimentin  Santa Cruz 
Biotechnology, 
Nemačka 

sc-6260 1:300 ICH 
1:1000 WB 

mišje anti-vimentin Dako, Nemačka M0725 1:300 IHH 
zečje anti-Ki67 Abcam, SAD ab15580 1:300 ICH 
mišje anti-GAPDH Novus Biologicals, 

SAD 
NBP2-
27103SS 

1:15.000 WB 

mišje anti-MAP2 Abcam, SAD ab11267 1 : 500 ICH 
zečje anti-S100B Sigma-Aldrich, 

SAD 
S2644 1:100 ICH 

mišje anti-tubulin Abcam, SAD ab56676 1:100.000 WB 
 

Tabela 7. Sekundarna antitela korišćena u Western blot (WB), imunohistohemijiskim (IHH) i 
imunocitohemijskim (ICH) eksperimentima. 

Sekundarno antitelo Proizvođač Kataloški broj Razblaženje 
magareće anti-zečje 
antitelo konjugovano sa 
peroksidazom rena 
 

ThermoFisher Scientific, 
SAD 

A16023 1:10.000 
WB 

magareće anti-mišje 
antitelo konjugovano sa 
peroksidazom rena 

Active Motif, SAD 15014 1:10.000 
WB 

magareće anti-mišje lgG 
(H+L) Alexa Fluor 488 

Invitrogen, SAD A-21202 1:250 ICC 

magareće anti-zečje IgG 
(H+L) Alexa Fluor 555  

Invitrogen, SAD A-21428 1:250 IHC 

kozje anti-zečije IgG 
(H+L) Alexa Fluor 488 

Invitrogen, SAD A-11034 1:500 ICC 

kozje anti-mišje IgG 
(H+L) Alexa Fluor 546 

Invitrogen, SAD A-11030 1:500 ICC 

Biotinilizovano kozje anti-
zečje IgG (H+L) 

Vector Laboratories, SAD BA-1000 1:500 ICC 

streptavidin DyLight® 
488 

Vector Laboratories, SAD SA-5488 1:500 ICC 
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3.19. Imunofluorescencija 

3.19.1. Priprema životinjskog tkiva i imunohistohemijska analiza 
Desetog dana nakon povrede, životinje iz obe grupe (ASK i kontrolna grupa) su žrtvovane. 

Mozgovi su izolovani i fiksirani u 4% PFA na 4 °C tokom noći, zatim su kriozaštićeni inkubacijom 
u rastvorima saharoze različitih koncentracija: 10%, 20% i 30% u 0,2 M fosfatnom puferu (0,16 M 
Na2HPO4, 0,04 M NaH2PO4 i ddH2O; pH 7,4; Tabela 3) i zamrznuti u izopentanu prethodno 
ohlađenom na −80 °C. Koronarni preseci mozga, debljine 25 µm, isečeni su na kriostatu, (Leica 
Instruments, Nemačka) postavljeni na staklene mikroskopske pločice, osušeni na RT i čuvani na −20 
°C. Ovaj krioprezervirani histološki materijal iz prethodnog rada (Jeremic et al., 2023), korišćen je 
za ex vivo analizu ekspresije SOX2 i SOX9 prikazane u ovom radu. Pre imunohistohemijskog bojenja, 
pločice su držane na RT 30 min. Za oslobađanje antigena preseci su zagrevani u  citratnom puferu u 
čiji 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 nespecifičnog 
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 vlažnoj komori na +4 °C tokom noći (Tabela 6). Preseci su potom isprani tri 
puta u PBS-u i inkubirani 2h na RT u odgovarajućim sekundarnih antitelima rastvorenim u PBS-u 
(Tabela 7). Da bi se obeležila jedra ćelija, 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, pločice su 
fiksirane sa Mowiol (Sigma-Aldrich, SAD) medijumom. Za testiranje specifičnosti bojenja, korišćeni 
su preseci mozga inkubirani bez primarnih antitela. Mikrografije su snimane korišćenjem Carl Zeiss 
AxioVision mikroskopa (Zeiss, Nemačka) na uvećanjima od 10x i 40x.  

3.19.2. Imunocitohemija 

NT2/N i NT2/A prve i četvrte nedelje sazrevanja zasađeni su na okugla pokrovna stakla 
prečnika 12mm i/ili 18mm (Citotest scientific Co., Kina) obložena Geltrexom (Gibco, ThermoFisher 
Scientific, SAD). Ćelije su fiksirane 4% PFA u PBS-u, 20 min na RT i nakon toga isprane 1x PBS-
om 3 x 10 min. Ćelije su permeabilizovane 0,2% triton X-100 u PBS-u, 20 min na RT. Zatim je 
usledilo blokiranje nespecifičnih mesta vezivanja sa 1% BSA/5% NGS u PBS-u, 60 min na RT. 
Nakon blokiranja, ćelije su inkubirane sa primarnim antitelom rastvorenim u 1% BSA rastvorenim u 
0.1% PBT, preko noći na +4°C. Nakon toga usledila su 3 ispiranja po 5 min u 0,1% PBT-u. Ćelije 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 
obeležavanja jedara, ćelije su potom inkubirane sa fluorescentnom bojom DAPI, razblaženom 1:2000 
u PBS-u, 10 min na RT u mraku. Pokrovno stakalce je fiksirano na mikroskopske pločice korišćenjem 
smeše za montiranje (Mowiol). U slučaju imunofluorescentnog bojenja sa zečjim anti-GFAP 
antitelom i mišjim anti-SOX2 antitelom, nakon ispiranja sa PBS-om, radi bolje detekcije antigena, 
ćelije su podvrgnute oslobađanju antigena u citratnom puferu pH 6,0, na 75 °C tokom 4 min. Nakon 
hlađenja, ćelije su isprane PBS-om, blokirane sa 5% BSA/5% NGS/PBT 60 min na RT, i inkubirane 
sa odgovarajućim primarnim antitelima razblaženim u 1%BSA/PBT preko noći na 4 °C (Tabela 6). 
U slučaju imunofluorescentnog bojenja SOX2 i SOX9 nakon inkubacije sa primarnim antitelom 
urađena su tri dodatna koraka u cilju amplifikacije signala: 1) Inkubacija sa sekundarnim anti-zečjim 
antitelom obeleženim 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 obeležen, rastvorenom u 1% BSA/PBT, 60 min na RT. Aktinski filament obeleženi su 
inkubiranjem ćelija 60 min u Phalloidin-iFluor 594 reagensu (Abcam, SAD), razblaženom 1:3000 u 
1% BSA/PBT. Preparati ćelija analizirani su pomoću fluorescentnog mikroskopa Olympus BX51 i 
odgovarajućeg 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 korišćeni 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) i MirDB (http://mirdb.org/) (Liu & Wang, 2019), koji poseduju baze sa 
potencijalnim ciljnim genima različitih miRNK. Predviđeni ili verifikovani ciljni geni miR-21, 
dobijeni pomoću ovih softvera, preklopljeni su sa genima čija je ekspresija povećana u astrocitima 
tokom senescencije izazvane zračenjem, objavljenim u radu Limbada i saradnika (Limbad et al., 
2020). 

3.21. Statistička analiza  
Kako bi se procenio proliferativni kapacitet NT2/A u različitim uzorcima, analiziran je broj 

Ki67+ i Ki67- ćelije pomoću fluorescentnog mikroskopa Olympus BX51 i odgovarajućeg softvera 
Cytovision 3.1.  Brojanje je vršeno ručno u definisanim vidnim poljima pri uveličanju 60x, kako bi 
se jasno uočila Ki67+ jedra. Za svaki uzorak u analizu je uključeno najmanje 100 jedara. Na kraju je 
izračunat 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 korišćen Studentov t-test u SPSS statističkom softveru v20. Rezultati su 
prikazani kao srednja vrednost ± SEM (engl. standard error mean) iz najmanje tri nezavisna 
eksperimenta, dok su p-vrednosti izračunate primenom Studentovog t-testa. Statistička značajnost je 
označena kao * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01 i *** p ≤ 0,001. 
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4. Rezultati 
4.1. Karakterizacija ćelija dobijenih in vitro neuralnom 
diferencijacijom humanih pluripotentnih embrionalnih karcinomskih 
NT2/D1 ćelija 

NT2/D1 ćelije su diferencirane korišćenjem RK po prethodno opisanom protokolu (Pleasure 
et al., 1992; Sandhu et al., 2002). Tokom diferencijacije praćene su morfološke karakteristike ćelija 
(Slika 9A) i ispitivana je ekspresija specifičnih markera (Slika 9B, C). Nediferencirane NT2/D1 ćelije 
karakteriše sitno ćelijsko telo i odsustvo nastavaka (Slika 9A) kao i ekspresija markera 
pluripotentnosti OCT4 (Slika 9B). Nakon četiri nedelje tretmana RK, ćelije formiraju gustu višeslojnu 
kulturu sa okruglim grupacijama ćelija koje rastu na površini gustog sloja adhezivnih ćelija (Slika 
9A, +RK). Ovu višeslojnu kulturu ćelija čine mešane populacije neuronalnih i glijskih progenitora 
(Pleasure et al., 1992; Sandhu et al., 2002) što pokazuje i visok nivo ekspresije markera neuronalnih 
progenitora- NEUROD1 (Slika 9B). Daljom diferencijacijom od neuronalnih progenitora formiraju 
se NT2/N, a od glijskih progenitora nastaju NT2/A (Slika 9A i C) koji se iz ovih višeslojnih kultura 
ćelija izoluju mehaničkim razdvajanjem prema prethodno uspostavljenim protokolima (Pleasure et 
al., 1992; Sandhu et al., 2002). 

 
Slika 9. Karakterizacija humanih pluripotentnih embrionalnih karcinomskih NT2/D1 ćelija tokom neuralne 
diferencijacije. (A) Fazno-kontrastne mikrografije prikazuju morfološke promene koje se dešavaju tokom RK-
indukovane neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija. Uveličanje 10x. Skala-100µm. (B) Semikvantitativna RT-PCR 
analiza ekspresije gena OCT4 i NEUROD1. GAPDH je korišćen kao kontrola ujednačenosti nanošenja uzoraka. (C) 
Imunofluorescentno obeležavanje NT2/N anti-MAP2 antitelom (crveni signal) i NT2/A anti-GFAP antitelom (zeleni 
signal). Jedra ćelija su obeležena DAPI-jem (plavi signal). Region uokviren na slici (C) je uvećan u (C′). Skala: (C) -100 
μm; (C’)- 25 μm. NT2/D1 - nediferencirane ćelije; +RK - NT2/D1 ćelije nakon četiri nedelje RK tretmana; NT2/N - zreli 
neuroni; NT2/A_1N - astrociti 1. nedelje sazrevanja. 

Fenotip neurona odnosno astrocita fenotip potvrđen je analizom morfoloških karakteristika i 
imunofluorescentnim obeležavanjem specifičnih citoskeletnih markera. NT2/N odlikuje malo 
ćelijsko telo sa dugačkim nastavcima koji formiraju mrežu (Slika 9A, NT2/N). Ove ćelije pokazuju 
visok nivo ekspresije citoskeletnog proteina MAP2 eksprimiranog u ćelijskom 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) i ekspresijom 
intermedijarnog filamenta GFAP (Slika 9C).  
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4.2. Karakterizacija NT2/A tokom sazrevanja 
Nakon izolovanja iz višeslojnih ćelijskih kultura, prema prethodno objavljenom protokolu 

(Sandhu et al., 2002) NT2/A gajeni su in vitro još 5 nedelja u medijumu bez RK. Sazrevanje NT2/A 
praćeno je na osnovu promena u morfologiji, ekspresije specifičnih astrocitnih markera i promene 
proliferativnog kapaciteta (Slika 10). Studija Sandhu i saradnika astrocite kasnih faza sazrevanja (4. 
nedelja- NT2/A_4N i kasnije nedelje) karakteriše kao „utišane“ ili zrele (engl. quiescent), dok 
proliferativne astrocite ranih faza sazrevanja (1. nedelja- NT2/A_1N) definiše kao nezrele (engl. 
immature) astrocite (Sandhu et al., 2002). Ista nomenklatura je primenjena i u ovoj tezi. 

 
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_1N i NT2/A_4N). Mikrografije su snimljene pod 
uvećanjem od 10x. Skala 100 µm. Donji panel prikazuje reprezentativne mikrografije imunofluorescentno obeleženih 
NT2/A_1N i NT2/A_4N anti-GFAP antitelom (zeleni signal). Ćelijska jedra su obeležena DAPI-jem (plavi signal). 
Mikrografije su snimljene pod uvećanjem od  20x. Skala-50µm. (B) Reprezentativne mikrografije NT2/A 
imunofluorescentno obeleženih antitelima na vimentin (crveni signal) i S100B (zeleni signal). Ćelijska jedra su obeležena 
DAPI-jem (plavi signal). Mikrografije su snimljene pod uvećanjem od 20x. Skala-50µM. (C) Reprezentativni primeri 
Western blot membrana prikazuju ekspresiju GFAP-a od 1. do 4. nedelje sazrevanja astrocita in vitro (NT2/A_1N, _2N, 
_3N, _4N). Očekivana traka na 50kDa je dominantna tokom prve tri nedelje sazrevanja, a u četvrtoj nedelji dominiraju 
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izoforme manjih molekulskih težina. GAPDH je korišćen kao kontrola ujednačenosti nanošenja uzoraka. (D) 
Imunofluorescentno obeležavanje NT2/A_1N i NT2/A_4N markerom proliferacije Ki67 (zeleni signal). Uokviren region 
na slici (D) je uvećan i naznačen kao D’. Mikrografije su snimljene pod –uvećanjem 20x. Skala (D)- 50µm; (D’)- 25 µm. 
(E) Statistička analiza Ki-67+ jedara u kulturama NT2/A_1N i NT2/A_4N. Procenat Ki-67+ jedara je izračunat u odnosu 
na ukupan broj jedara obeleženih DAPI-jem (najmanje 100). Podaci predstavljaju srednje vrednosti ± SEM (n = 3), p-
vrednosti su izračunate korišćenjem Studentovog t-testa, *** p ≤ 0,001. 1N- 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 
značajno manje su zastupljeni astrociti protoplazmatične morfologije (Slika 10A). Dok astrocite 
fibrozne morfologije odlikuje izduženo telo i dugi razgranati nastavci (Slika 10A, NT2/A_1N), za 
astrocite protoplazmatične morfologije karakteristično je pljosnato telo sa malim brojem kratkih 
nastavaka (Slika 10A, NT2/A_4N). Nakon druge nedelje, astrociti fibrozne morfologije postepeno 
iščezavaju iz kulture i u 4. nedelji sazrevanja se mogu uočiti samo astrociti protoplazmatične 
morfologije (Slika 10A). Astrocitni fenotip potvrđen je imunofluorescentnim obeležavanjem 
specifičnih markera astrocita: GFAP-a, vimentina i S100B (Slika 10A,B). Analiza ekspresije GFAP-
a metodom Western blot pokazala je da je izoforma molekulske težine od 50kD dominantno 
eksprimirana tokom prve tri nedelje sazrevanja NT2/A, dok izoforme manjih molekulskih masa 
dominiraju u četvrtoj nedelji sazrevanja NT2/A (Slika 10C). Slično, imunofluorescentno 
obeležavanje GFAP-a u NT2/A pokazalo je da se intenzitet signala i obrazac ekspresije ovog 
citoskeletnog proteina značajno razlikuje između prve i četvrte nedelje sazrevanja (Slika 10A). 
Imunofluorescentno obeležavanje antitelom specifičnim za GFAP je, jasno i intenzivno, obeležilo 
ćelijske nastavke NT2/A_1N, dok je u NT2/A_4N signal bio slabiji i difuzniji i mogao se uočiti i u 
ćelijskim nastavcima i u jedru (Slika 10A). Imunofluorescentnim obeležavanjem astrocitnih markera 
vimentina i S100B pokazana je njihova ekspresija u nastavcima NT2/A obe faze sazrevanja (Slika 
10B) pri čemu je intenzivniji signal bio prisutan u NT2/A_1N. Postepeno smanjenje proteinske 
ekspresije vimentina tokom četiri nedelje sazrevanja NT2/A in vitro pokazano je i Western blot 
metodom (Slika 10C). Proliferativni kapacitet NT2/A tokom sazrevanja ispraćen je analizom 
ekspresije Ki67, jedarnog proteina koji obeležava jedra ćelija u proliferaciji (Slika 10D). Rezultati 
ove analize pokazali su da se procenat Ki67-pozivitnih jedara (Ki67+) u odnosu na ukupan broj jedara 
značajno smanjio tokom sazrevanja astrocita (Slika 10D). U NT2/A_1N 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   
Imajući u vidu da proteini SOX2 i SOX9 ostvaruju važne uloge u astrocitnim prekursorima tokom 
gliogeneze, bilo je bitno ispitati njihovu ekspresiju tokom sazrevanja NT2/A in vitro. Nivo ekspresije 
SOX2 i SOX9 analiziran je u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama i u astrocitima različitih 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 značajno smanjuje i ulaze 
u zrelo, utišano stanje (Sandhu et al., 2002) (Slika 11A). Postepeno smanjenje proteinske ekspresije 
SOX2 i SOX9 u NT2/A u fazama od NT2/A_0 do NT2/A_5N detektovano je Western blot metodom 
(Slika 11A). Najviši nivo ekspresije SOX2 uočen je u NT2/D1 ćelijama, kao i u astrocitima ranih faza 
sazrevanja (Slika 11A), koje, kao što je pokazano u prethodnom rezultatu (Slika 10D) odlikuje visok 
proliferativni kapacitet. Sa druge strane, nivo ekspresije SOX9 bio je viši u astrocitima naposredno 
nakon izolacije (NT2/A_0), u odnosu na nediferencirane NT2/D1 ćelije (Slika 11A). Obrazac 
postepenog smanjenja ekspresije SOX2 i SOX9 potvrđen je i na nivou iRNK (Slika 11B). Kako bi se 
ispitala korelacija između promena nivoa ekspresije SOX2 i SOX9 i prethodno uočenih promena u 
morfologiji NT2/A tokom sazrevanja, primenjeno je dvostruko imunofluorescentno obeležavanje 
antitelima koja se specifično vezuju za intermedijerne proteine astrocita GFAP i vimentin i SOX2 i  
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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 različitim 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 korišćen 
kao kontrola ujednačenosti nanošenja uzoraka. (B) qPCR rezultati pokazuju relativnu ekspresiju gena SOX2 i SOX9 tokom 
četiri 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_1N. Podaci su normalizovani u odnosu na nivo ekspresije GAPDH-a, korišćenog u svojstvu kontrole 
ujednačenosti nanošenja uzoraka. Podaci predstavljaju srednje vrednosti ± SEM (n = 3), p-vrednosti su izračunate 
korišćenjem Studentovog t-testa, * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001. (C) Reprezentativne mikrografije NT2/A_1N i 
NT2/A_4N imunofluorescentno obeleženih sa anti-GFAP (zeleni signal) i anti-SOX2 (crveni signal) antitelima. Ćelijska 
jedra su obeležena DAPI-jem (plavi signal). (D) Reprezentativne mikrografije NT2/A_1N i NT2/A_4N obeleženih sa 
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anti-vimentin (zeleni signal) i anti-SOX9 (crveni signal) antitelima. Ćelijska jedra su obeležena DAPI-jem (plavi signal). 
Mikrografije su snimljene pod objektivom 20x. Skala- 50 µm.  

SOX9 (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 čine pretežno krupni, protoplazmatični 
astrociti sa slabom ekspresijom SOX2 i SOX9 (Slika 11C, D).  

Dobijeni rezultati pokazali su da se ekspresija SOX2 i 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 povećana ekspresija SOX2 
i SOX9, sa ciljem rasvetljavanja uloge ovih regulatornih proteina u zrelim NT2/A. 

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

Kako bi se utvrdila povezanost između ekspresije SOX2 i SOX9 i aktivacije astrocita nakon 
povrede ispitana je ekspresija ovih regulatornih proteina u cerebralnom korteksu pacova kojima je 
urađena ablacija senzomotorne kore (ASK) (Slika 12). Prethodne studije pokazale su da ablacija 
senzomotornog korteksa velikog mozga pacova predstavlja dobar model sistem za izučavanje 
različitih 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 i ASK pacova imunofluorecentno su obeleženi antitelima specifičnim za markere astrocita, 
GFAP i vimentin, i SOX2 i SOX9. Na presecima korteksa kontrolnih pacova uočeni su retki GFAP i 
vimentin pozitivni astrociti protoplazmatične morfologije koje odlikuje niska ekspresija SOX2 i 
SOX9 (Slika 12A). Primećeno je da je prisustvo SOX2- i SOX9-pozitivnih jedara u kontrolnoj grupi 
ograničeno na mali broja ćelija, koje su uglavnom GFAP-pozitivne (Slika 12B, F), dok je njihovo 
prisustvo u vimentin-pozitivnim ćelijama ređe uočljivo (Slika 12D, H). Nakon povrede desne 
senzomotorne kore pacova uočava se pojava reaktivnih astrocita u oblasti lezije koje odlikuje 
povećana ekspresije GFAP-a i vimentina i koji su SOX2 (Slika 12A, B, D) i SOX9 pozitivni (Slika 
12A, F, H). Reaktivne GFAP- i vimentin-pozitivne astrocite pored povećane ekspresije SOX2 i SOX9 
na ASK presecima odlikuje i fibrozna morfologija, karakteristična za reaktivni fenotip (Slika 12C, E, 
G i I).  

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

Prethodna istraživanja pokazala su da mehanička povreda i tretman aktivatorom adenilatne 
ciklaze, forskolinom, dovode do aktivacije zrelih (utišanih) NT2/A in vitro (Sandhu et al., 2002). 
Kako bi se ispitalo da li u procesu aktivacije zrelih NT2/A dolazi do povećanja ekspresije SOX2 i 
SOX9, NT2/A_4N naneta je mehanička 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 
obeležavanjem SOX2 i SOX9 analiziran nivo ekspresije ovih proteina nakon indukovane povrede 
(Slika 13A, B). Povećan nivo ekspresije SOX2 i SOX9 uočen 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 i 2’). 
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Slika 12. Ekspresija SOX2 i SOX9 na kriopresecima senzomotorne kore pacova 10 dana nakon ASK. (A) 
Reprezentativne mikrografije desnog cerebralnog korteksa imunofluorescentno obeleženog 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 povećanom ekspresijom GFAP-a i vimentina i povećanom ekspresijom SOX2 i SOX9 
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u jedrima ćelija u okolini lezije. Mikrografije su snimljene pod objektivom 10x. Skala-100 µm. (B, D, F, H) Uvećani 
regioni uokvireni u panelu (A) snimljeni na uveličanju 40x. Skala - 20 µm. (C, E, G, I) Uveličani regioni uokvireni u (B, 
D, F, H, redom) prikazuju pojedinačne reaktivne astrocite u kojima se može uočiti ekspresija SOX2 i SOX9 koji su 
pozitivni na GFAP ili vimentin. Mikrografije su snimljene pod objektivom 40x i uvećane. Skale - 10 µm. L- lezija. 

Slika 13. Analiza ekspresije SOX2 i SOX9 u NT2/A u 4. nedelji sazrevanja nakon in vitro aktivacije izazvane 
mehaničkom povredom. (A, B) Konfluentni sloj NT2/A_4N zagreban je nastavkom u cilju nanošenja mehaničke 
povrede, ćelije su zatim fiksirane i imunofluorescentno obeležene anti-vimentin antitelom (zeleni signal) i anti-SOX2 i 
anti-SOX9 antitelima (crveni signal). Jedra ćelija su obeležena DAPI-jem (plavi signal). Pet pojedinačnih mikrografija 
za SOX2 (A) i četiri pojedinačne mikrografije za SOX9 (B) su snimljene uzastopno pod istim uslovima i spojene u 
objedinjenu sliku koja prikazuje široku oblast oko povrede. Kvadrati označeni kao 1 i 1′ prikazuju ćelije lokalizovane 
blizu povređene oblasti, sa visokom intenzitetom SOX2 (A) i SOX9 (B) signala i fibroznom morfologijom. Kvadrati 
označeni kao 2 i 2′ prikazuju ćelije lokalizovane dalje od povrede, sa niskom ekspresijom SOX2 (A) i SOX9 (B) signala 
i pljosnatom protoplazmatičnom morfologijom. Mikrografije su snimljene pod objektivom od 10x. Skala - 200 µm. (C) 
Reprezentativni primeri Western blot membrana prikazuju ekspresiju SOX2 i SOX9 u NT2/A_4N nakon mehaničke 
povrede izazvane ogrebotinom, u trenutku kada je povreda inicirana (0h) i 8h, 24h i 36h nakon povrede. GAPDH je 
korišćen kao kontrola ujednačenosti nanošenja uzoraka. Grafikoni prikazuju kvantifikaciju traka dobijenih Western 
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blotom iz tri nezavisna eksperimenta ± SEM. Vrednosti intenziteta signala u tri različita vremenska intervala nakon 
povrede (8h, 24h i 36h nakon povrede) prikazane su u odnosu na vrednost inteziteta signala u 0h, a p-vrednosti su 
izračunate korišćenjem Studentovog t-testa: * p ≤ 0,05.  

Takođe, imunofluorescentno obeležavanje antitelom za vimentin pokazalo je da su astrociti u blizini 
povrede zadobili fibroznu morfologiju karakterističnu za reaktivne astrocite (Slika 13A, B; uokvireni 
region 1), dok su astrociti udaljeni od mesta povrede zadržali svoju karakterstičnu protoplazmatičnu 
morfologiju (Slika 13A, B; uokvireni region 2). Western blot metodom analizirana je ekspresija 
SOX2 i SOX9 u tri različita 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 povećava 
u svim ispitivanim vremenskim tačkama nakon povrede u poređenju sa trenutkom u kojem je 
inicirana povreda (0h). 

Slika 14. Ekspresija SOX2 i SOX9 u NT2/A 4. nedelje sazrevanja nakon aktivacije indukovane forskolinom. (A, 
B) Reprezentativne mikrografije imunofluorescentno obeleženih SOX2 (A), SOX9 (B) (crveni signal), F-aktina (zeleni 
signal) u NT2/A_4N pre i nakon tretmana forskolinom. Jedra su obeležena DAPI-jem (plavi signal). Tretman forskolinom 
doveo je do transformacije NT2/A_4N iz protoplazmatične u fibroznu morfologiju (obeleženo faloidinom) i povećane 
ekspresije SOX2 i SOX9 u morfološki izmenjenim NT2/A. Mikrografije su snimljene koristeći objektiv od 20x. Skala -
50 µm. 
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Najuočljive povećanje ekspresije SOX2, od približno 2 puta (2,2±0,15), detektovano je 36h nakon 
mehanički indukovane povrede. Sa druge strane, najznačajnije povećanje nivoa ekspresije SOX9, od 
približno 2,5 puta (2,5±0,75), uočeno je 8h nakon nanošenja povrede.  

Tretman forskolinom doveo je do sličnih promena u zrelim NT2/A, kao nanošenje mehaničke 
povrede ovih ćelija. Imunofluorescentnim obeležavanjem faloidina, koji se specifično vezuje za 
citoskeletni protein F-aktin, uočeno je da tretman forskolinom dovodi do transformacije zrelih 
astrocita, krupnog tela i protoplazmatične morfologije u astrocite malog tela i fibrozne morfologije, 
karakteristične za reaktivni fenotip (Slika 14A, B). Pored jasne promene u morfologiji, ovaj tretman 
je doveo i do povećane ekspresije SOX2 i SOX9 proteina u reaktivnim astrocitima (Slika 14A, B). 

Naši rezultati pokazuju da primena mehaničkog i hemijskog stimulusa, u cilju simulacije 
određenih aspekata aktivacije u in vitro uslovima, dovodi do povećane ekspresije SOX2 i SOX9 
proteina u zrelim NT2/A, vrlo slično rezultatima dobijenim in vivo, na ASK modelu povrede.  
4.6. Promene proliferativnog i migratornog kapaciteta zrelih NT2/A 
usled povećane ekspresije SOX2 i SOX9 lentiviralnom transdukcijom 

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

Slika 15. Analiza uspešnosti lentiviralne transdukcije NT2/A 4. nedelje sazrevanja sa SOX2 i SOX9 ekspresionim 
konstruktima na nivou iRNK i proteina. (A) Rezultati qPCR-a prikazuju relativan nivo ekspresije SOX2 i SOX9 u 
NT2/A_ 1N, 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 korišćen kao 
kontrola ujednačenosti nanošenja uzoraka. Podaci predstavljaju srednje vrednosti ± SEM (n = 3), p-vrednosti su izračunate 
koristeći 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 poređenju sa odgovarajućom kontrolom. Alfa Tubulin ili 
GAPDH su korišćeni kao kontrola ujednačenosti nanošenja uzoraka. 
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Da bi se ispitalo da li SOX2 i SOX9 učestvuju u regulaciji proliferacije i migracije, ovi regulatorni 
proteini su lentiviralnom transdukcijom konstitutivno povećano eksprimirani u zrelim NT2/A_4N 
(NT2/A_4N+SOX2 i NT2/A_4N+SOX9), nakon čega je ispitivan njihov efekat na vijabilnost, 
proliferaciju i migraciju ovih ćelija. Pet dana nakon lentiviralne transdukcije, povećana ekspresija 
SOX2 i SOX9 u zrelim NT2/A potvrđena je na nivou iRNK (Slika 15A) i proteina (Slika 15B). 

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 
upoređena sa vijabilnošću kontrolnih NT2/A_4N+prazan vektor ćelija. Podaci predstavljaju srednje vrednosti ± SEM (n 
= 3); p-vrednosti su izračunate koristeći Studentov t-test: * p ≤ 0,05. (B) Reprezentativne mikrografije imunofluorescentno 
obeleženog Ki67 (zeleni signal) u NT2/A_4N+SOX2 i kontrolnim ćelijama. Ćelijska jedra su obeležena DAPI-jem (plavi 
signal). Mikrografije su snimljene koristeći objektiv od 60x. Skala-20 µm. Uokvireni region je uvećan kako bi se prikazala 
jedarna lokalizacija Ki67. Skala-10 µm. Procenat Ki67+ ćelija prikazan na grafikonu izračunat je u odnosu na ukupan 
broj DAPI-obeleženih jedara u tri nezavisna eksperimenta. Podaci predstavljaju srednje vrednosti ± SEM, a p-vrednosti 
su izračunate koristeći Studentov t-test: ** p ≤ 0,01. 

Ekspresija oba regulatorna proteina transkripcije bila je značajno povećana nakon transdukcije. 
Preciznije, ekspresija SOX2 gena se povećala približno 2 puta (1,95±0,036), dok se ekspresija SOX9 
gena povećala približno 4 puta (3,87±0,35) u poređenju sa kontrolnim ćelijama transdukovanim 
odgovarajućim praznim vektorom (Slika 15A). Iako se nivo ekspresije SOX2 i SOX9 gena značajno 
povećao u transdukovanim ćelijama, u odnosu na kontrolu (Slika 15A), nije postignut endogeni nivo 
ekspresije ovih proteina karakterističan za NT2/A_1N. Samo kulture astrocita u kojima je potvrđena 
uspešna transdukcija, odnosno povećana ekspresija SOX2 i SOX9 i na nivou iRNK i proteina su bile 
korišćene za dalja istraživanja.   

Nakon utvrđivanja uspešnosti transdukcije ispitani su vijabilnost, kao i proliferativni i 
migratorni kapacitet transdukovanih ćelija. Vijabilnost je analizirana MTS esejem i rezultati su 
pokazali da transdukcijom povećana ekspresija SOX2 dovodi do značajnog povećanja vijabilnosti 
zrelih NT2/A_4N+SOX2 (1,82 ± 0,19) u poređenju sa kontrolom. Za razliku od ovog rezultata, 
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povećana ekspresija SOX9 nije dovela do značajnog porasta vijabilnosti NT2/A_4N+SOX9 (1,09 ± 
0,02) u odnosu na kontrolu (Slika 16A). Kako bi se utvrdilo da li je povećana vijabilnost 
NT2/A_4N+SOX2 povezana sa povećanim proliferativnim kapacitetom ovih ćelija, 
imunofluorescentnim obeležavanjem ispitana je ekspresija Ki67 (Slika 16B). Naši rezultati su 
pokazali da SOX2 dovodi do povećanja 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 obeleženih DAPI-jem (Slika 16B). 

Migratorni kapacitet NT2/A_4N u uslovima povećane ekspresije SOX2 i SOX9 analiziran je 
primenom testa zarastanja povrede (Slika 17). Analiza je pokazala da je 24h nakon nanošenja 
povrede, u slučaju NT2/A_4N+SOX9, 72% zagrebane površine bilo popunjeno, dok je u kontroli 
procenat popunjenosti praznog prostora iznosio 54% (Slika 17A). U slučaju NT2/A_1N, koji se 
odlikuju visokim endogenim nivoom ekspresije SOX9, zabeležen sličan procenat popunjenosti 
praznog prostora (73%) kao kod i kod NT2/A_4N+SOX9 (Slika 17A). Dobijeni rezultati pokazuju  
da povećana ekspresija SOX9 dovodi do povećanja procenta popunjenosti praznog prostora od skoro 
20% u odnosu na kontrolu (Slika 17A). Sa druge strane, povećana ekspresija SOX2 u zrelim NT2/A 
nije značajno uticala na migratorni kapacitet ovih ćelija (Slika 17B). 

                                                                         

 
Slika 17. Analiza migratornog potencijala zrelih NT2/A_4N u uslovima povećane 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 ćelija meren je 24h nakon nanošenja mehaničke povrede. Mikrografije 
su snimljene pod objektivnom 10x. Skala -100 µm. Statistička 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 
mehaničke povrede. Mikrografije su snimljene pod objektivnom 10x. Skala - 100 µm. Statistička analiza procenta 
zatvaranja povrede izvedena je iz tri nezavisna eksperimenta. Podaci predstavljaju srednje vrednosti ± SEM. 
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Sumirano, naši rezultati su pokazali da SOX2 utiče na vijabilnost i proliferativni kapacitet 
zrelih NT2/A, dok SOX9 utiče na njihov migratorni kapacitet. 

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

SOX9 je ključni faktor za inicijaciju gliogeneze (Kang et al., 2012). Svoju funkciju ostvaruje 
kroz formiranje kompleksa sa NFIA sa kojim reguliše grupu gena uključujući APCDD1 koji ima 
ključnu ulogu u regulaciji migratornog kapaciteta glijalnih progenitora (Kang et al., 2012) i 
ZCCHC24 sa ulogom u metabolizmu astrocitnih prekursora tokom gliogeneze (Kang et al., 2012). 

Kako bi se ispitalo da li povećana ekspresija SOX9 u zrelim astrocitima aktivira 
transkripcionu kaskadu prisutnu tokom gliogeneze analizirana je ekspresija gena NFIA, APCDD1 i 
ZCCHC24 u NT2/A_4N+SOX9. Rezultati qPCR-a pokazali su da nivo ekspresije gena NFIA povećao 
5 puta (5,355 ± 1,2) (Slika 18A) u NT2/A_4N+SOX9, u odnosu na kontrolu. Ekspresija APCDD1 
gena se povećala 2,5 puta (2,55 ± 0,34) (Slika 18B), a ekspresija ZCCHC24 se povećala 4 puta 
(4,3±1,35) u zrelim NT2/A sa povećanom ekspresijom SOX9 u odnosu na kontrolu (Slika 18C).  

Imajući u vidu da su  transporteri GLAST/EAAT1 i GLT1/EAAT2 bitni za održavanje glutamatne 
homeostaze, bilo je interesantno ispitati da li povećana ekspresija SOX9 u zrelim NT2/A dovodi do 
povećane ekspresije gena SLC1A2 koji kodira GLT1/EAAT2 i gena SLC1A3 koji kodira 
GLAST/EAAT1. 

 

Slika 18. Analiza ekspresije NFIA, APCDD1 i ZCCHC24 u uslovima povećane ekspresije SOX9 u zrelim NT2/A. 
(A, B, C) Rezultati qPCR-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 poređenju 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 izračunate korišćenjem Studentovog t-testa: * p ≤ 0,05 i ** p ≤ 0,01.  
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Rezultati qPCR-a pokazali su da povećana ekspresija SOX9 u zrelim NT2/A dovodi do blagog 
povećanja nivoa ekspresije gena SLC1A3 (1,41 ± 0,01) u odnosu na NT2/A_4N+prazan vektor (Slika 
19B), dok u slučaju SLC1A2 nije detektovan značajan efekat SOX9 na povećanje 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 
ćelija za preuzimanje glutamata značajno porasla u uslovima povećane ekspresije SOX9 u odnosu na 
kontrolu (Slika 19B, C).  

Naši rezultati su pokazali da povećana ekspresija SOX9 u zrelim NT2/A dovodi do aktivacije 
transkripcione regulacione kaskade prisutne tokom gliogeneze i do povećanja kapaciteta ovih ćelija  
za preuzimanje glutamata. 

 

 
Slika 19. Analiza nivoa ekspresije glutamatnih transportera i kapaciteta astrocita za preuzimanje glutamata u 
uslovima povećane ekspresije SOX9. Relativni nivo ekspresije gena SLC1A2 (kodira GLT1/EAAT2) (A) i SLC1A3 
(kodira GLAST/EAAT1) (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 izračunate korišćenjem Studentovog t-testa: * p ≤ 0,05. (C) Kapacitet za preuzimanje glutamata NT2/A_4N+SOX9 i 
kontrolnih NT2/A_4N+prazan vektor ćelija analiziran je pomoću testa za preuzimanje glutamata. Preuzimanje glutamata 
iz medijuma je normalizovano na ukupnu količinu proteina u odgovarajućem uzorku i izraženo kao nmol/µg proteina 
(Mahmoud et al., 2019). Podaci predstavljaju srednje vrednosti ± SEM najmanje tri nezavisna eksperimenta; p-vrednosti 
su izračunate korišćenjem Studentovog t-testa: *** p ≤ 0,001. 

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

 Jedan od ciljeva ove teze bio da se ispita uticaj miR-21 na različite fenotipske osobine NT2/A. 
Nakon što je uočeno da se ekspresija miR-21 iodržava na visokom nivou nezavisno od faze sazrevanja 
astrocita (Slika 20A), njena ekspresija je utišana u ranim (NT2/A_1N) i kasnim (NT2/A_4N) fazama 
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sazrevanja NT2/A lentiviralnom transdukcijom, koristeći anti-miR-21 konstrukt (Slika 20B, +anti-
miR-21), i zatim je analizirana ekspresija miR-21 pet dana nakon transdukcije (Slika 20A). zračunat 

Slika 20. Analiza vijabilnosti i proliferacije u NT2/A 1. i 4. nedelje sazrevanja u uslovima utišane 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_1N. (B) Relativna ekspresija miR-21 u NT2/A_1N+anti-miR-21 i NT2/A_4N+anti-miR-21 
izračunata je u poređenju 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 izračunata u poređenju sa vijabilnošću 
odgovarajućim kontrolnih ćelija transdukovanim praznim vektorom. Podaci prikazani u (B) i (C) predstavljaju srednje 
vrednosti ± SEM (n = 3), p-vrednosti su izračunate korišćenjem Studentovog t-testa, *p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001. 
(D) Reprezentativne mikrografije imunofluorescentno obeleženog Ki67 (zeleni signal) u NT2/A_1N (levi panel) i 
NT2/A_4N (desni panel) transdukovanih sa anti-miR-21 (+anti-miR-21) ili praznim vektorom (+prazan vektor). Jedra 
ćelija su obeležena DAPI-jem (plavi signal). Mikrografije su snimljene pod objektivom 20x. Skala -50µm. (D) Statistička 
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analiza Ki67+ NT2/A_1N i NT2/A_4N transdukovanih sa anti-miR-21 ili praznim vektorom. Procenat Ki67+ ćelija je 
izračunat u odnosu na ukupan broj jedara obeleženih DAPI-jem (najmanje 180). Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna 
eksperimenta. 

Ekspresija miR-21 smanjila se na 0,39 ± 0,09 u NT2/A_1N+anti-miR-21 i na 0,60 ± 0,03 u 
NT2/A_4N+anti-miR-21 u u poređenju sa odgovarajućom kontrolom, astrocitima transdukovanim 
praznim vektorom (Slika 20B, +prazan vektor). Pošto je ovom analizom potvrđena uspešna 
transdukcija ranih i zrelih NT2/A anti-miR-21 konstruktom, ispitan je efekat utišavanja miR-21 na 
vijabilnost i proliferaciju ovih ćelija (Slika 20C i D). Utišavanje 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 ćelija smanjena je približno 2,5 puta u odnosu na kontrolu, dok je u 
NT2/A_4N+anti-miR-21 zabeleženo smanjenje vijabilnosti od približno 1,6 puta u odnosu na 
kontrolu (Slika 20C). Imunofluorescentno obeležavanje Ki67 pokazalo je da se proliferacija u NT2/A 
sa utišanom miR-21 značajno smanjuje i u njihovoj ranoj i u kasnoj fazi sazrevanja (Slika 20D). 
Proliferativni kapacitet NT2/A_1N+anti-miR-21 smanjio se za približno 30% (Slika 20D), a u 
NT2/A_4N+anti-miR-21 za oko 20% u odnosu na odgovarajuću kontrolu (Slika 20D).  

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

4.9. Povećanje ekspresije inhibitora ćelijskog ciklusa i ulazak u 
senescenciju nakon utišavanja ekspresije miR-21 u NT2/A 
Kako bi se ispitalo da li je smanjenje proliferacije nakon utišavanja ekspresije miR-21 u NT2/A 

Slika 21. Analiza ekspresije mitotskih inhibitora i SA-β-gal aktivnosti NT2/A u uslovima utišane ekspresije miR-
21. (A) qPCR analiza relativnog nivoa ekspresije p21Waf1/Cip1 (kodira P21) i TP53 (kodira P53) u NT2/A_1N+anti-
miR-21 i 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 
izračunate koristeći Studentov t-test, * p ≤ 0,05. (B) Reprezentativne mikrografije SA-β-gal bojenja (zeleno) NT2/A_1N 
i NT2/A_4N transdukovanih sa anti-miR-21 konstruktom (anti-miR-21) ili praznim vektorom (kontrola). Skala 100µm. 
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Relativno povećanje intenziteta SA-β-gal signala u NT2/A_1N i NT2/A_4N transdukovanih sa anti-miR-21 izraženo je 
u odnosu na intenzitet SA-β-gal signala u kontroli. Podaci predstavljaju srednje vrednosti ± SEM (n=3), p-vrednosti su 
izračunate koristeći Studentov t-test, ** p ≤ 0,01. 

rane i kasnije faze sazrevanja u korelaciji sa promenom ekspresije inhibitora ćelijskog ciklusa 
analizirana je ekspresija gena p21Waf1/Cip1 (kodira P21 protein) i gena TP53 (kodira P53 protein) 
(Slika 21A).  

Rezultati qPCR-a pokazali su da je ekspresija ovih mitotskih inhibitora povećava u 
NT2/A_1N i NT2/A_4N transudkovanim anti-miR-21 konstruktom u odnosu na kontrolu (Slika 
21A). Kako bi se ispitalo da li utišana ekspresija miR-21 dovodi do ulaska NT2/A_1N i NT2/A_4N 
ćelija u senescenciju analizirana je aktivnost enzima SA- β-gal koja se koristi kao marker 
senescentnog fenotipa (Cohen & Torres, 2019). Pokazano je da se tokom sazrevanja NT2/A in vitro 
intenzitet SA-β-gal signala povećava (Slika 21B, uporediti: kontrola/NT2/A_1N i 
kontrola/NT2/A_4N). Utišavanje miR-21 dovelo je do povećanja u intenzitetu SA-β-gal signala u 
NT2/A_1N+anti-miR-21 i NT2/A_4N+anti-miR-21) u odnosu na njihove kontrole (Slika 21B). 
Utišavanje miR-21 u NT2/A_1N dovelo je do povećanja intenziteta SA-β-gal signala od približno 4,6 
puta u odnosu na kontrolu, dok se u NT2/A_4N intenzitet signala povećao 3,8 puta u odnosu na 
kontrolu (Slika 21B).  

Na osnovu dobijenih rezultata, povećanog nivoa ekspresije gena koji kodiraju za P21 i P53 
mitotske inhibitore, kao i povećane β-galaktozidazne aktivnosti zaključeno je da utišavanje miR-21 
dovodi do ulaska NT2/A u senescenciju.  

4.10. In silico analiza miR-21 ciljnih gena čija je ekspresija povećana u 
senescentnim astrocitima 

Kako bi se ustanovilo da li miR-21 potencijalno reguliše neke od gena čija je ekspresija 
povećana u senescentnim astrocitima (Limbad et al., 2020), upotrebili smo tri različita softvera za 
predviđanje miRNK ciljnih gena dostupna na internetu: MirDB, TarBase i Target Scan. 

Slika 22. Venov dijagram dobijen preklapanjem rezultata in silico analize proisteklih korišćenjem tri različita softvera 
(TargetScan, MirDB i TarBase) za predikciju miR-21 ciljnih gena. Među genima čija je ekspresija povećana u 
senescentnim astrocitima (Limbad et al., 2020), naznačena su 24 gena, čija je ekspresija najverovatnije regulisana 
posredstvom miR-21. 

In silico analiza dobijena korišćenjem ovih softvera pokazala je da su mnogi od gena, čija je ekspresija 
povećana u senescentnim astrocitima, potencijalni ciljni geni miR-21. Među njima su se izdvojila 24 
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gena čija je ekspresija najverovatnije regulisana posredstvom miR-21, što je zaključeno na osnovu 
preklapanja dobijenog iz Venovog dijagrama, kada su upoređeni 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 ćelijske senescencije. 
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5. Diskusija 

Regulatorni proteini SOX uključeni su u složene transkripcione regulatorne mreže preko kojih 
upravljaju raznovrsnim ćelijskim procesima uključujući održavanje pluripotentnosti matičnih ćelija, 
ćelijsku proliferaciju, specijalizaciju ćelija, formiranje germinalnih slojeva i terminalnu 
diferencijaciju ćelija u tkiva i organe (Wegner, 2005; Weider et al., 2013). Proteini SOX2 i SOX9 
tokom razvića 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 ograničena na neurogene zone, gde 
imaju važne uloge u regulaciji neurogeneze (Wegner, 2011; Weider et al., 2013). Međutim, sve više 
je dokaza da SOX geni igraju i bitne uloge u održavanju homeostaze i regeneraciji adultnih tkiva 
(Chen et al., 2019; Parrinello et al., 2010; Sarkar & Hochedlinger, 2013; Stevanovic et al., 2021), 
iako je ovo područje još uvek nedovoljno proučeno. Regeneracija perifernih nerava predstavlja dobar 
primer značaja gena SOX2 u reparaciji tkiva. Nakon povrede, u zrelim Švanovim ćelijama u adultnom 
mozgu se ponovo aktivira ekspresija SOX2, čime ove ćelije stiču karakteristike slične progenitorskim 
ćelijama (Parrinello et al., 2010). Povećana ekspresija SOX2 u Švanovim ćelijama ima ključnu ulogu 
u njihovom grupisanju, što je osnovni korak u regeneraciji nerava. Ovaj proces omogućava Švanovim 
ćelijama da formiraju višećelijske strukture koje usmeravaju rast aksona preko oštećenog područja 
(Parrinello et al., 2010). Reaktivna astroglioza predstavlja ključni endogeni odbrambeni mehanizam 
koji se aktivira u odgovoru na bilo koji vid patološke promene u CNS-u. Nezamenjiva uloga astrocita 
u održavanju homeostaze, kako u fiziološkim, tako i u patološkim uslovima, čini ih posebno 
značajnim i sa terapeutskog aspekta. Stoga je od ključnog značaja izučiti molekularne mehanizme 
koji leže 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 ćelija, imaju specifičnu 
karakteristiku da se u odgovoru na različita patološka 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 utišana u zrelim astrocitima (Bani-Yaghoub et al., 2006; Sun et al., 2017) i da se 
povećava u reaktivnim astrocitima (Bani-Yaghoub et al., 2006; Chen et al., 2019; Sun et al., 2017), 
međutim njihova uloga u ovom procesu i dalje nije dovoljno izučena. Otuda je deo istraživanja u 
okviru ove teze bio posvećen razumevanju uloge SOX2 i SOX9 u ćelijskim procesima vezanim za 
aktivaciju astrocita. Senesencija astrocita se nalazi u osnovi mnogih patologija CNS, ali mehanizmi 
koji je regulišu u mnogome su nepoznati. Posebno neistraženo 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 važno deo 
istraživanja u ovoj tezi posvetiti boljem razumevanju uloge ove miRNK u astrocitima. Naši rezultati 
pokazuju da su SOX2 i SOX9 uključeni u regulaciju nekih od osobina reaktivnih astrocita, preciznije 
SOX2 povećava njihov proliferativni, dok SOX9 povećava njihov migratorni kapacitet i kapacitet za 
preuzimanje glutamata. Uticaj SOX2 i SOX9 na ove ćelijske procese karakteristične za reaktivne 
astrocite, čini ove proteine potencijalnim metama za modulaciju, preko kojih se mogu razvijati nove 
terapeutske strategije, bazirane na modifikovanju fenotipskih karakteristika astrocita, u cilju lečenja 
različitih patologija CNS-a. Takođe, modulacija SOX9 bi potencijalno mogla da se iskoristi za 
sprečavanje glutamatne ekscitotoksičnosti u različitim oboljenjima CNS-a, imajući u vidu da naši 
rezultati ukazuju da ovaj rgulatorni protein ima bitnu ulogu u regulaciji kapaciteta astrocita za 
preuzimaje glutamata. Rezultati drugog dela istraživanja u okviru ove teze ukazuju da miR-21 igra 
bitnu ulogu u regulaciji proliferativnog kapaciteta astrocita i potencijalno u sprečavanju njihove 
senescencije. Imajući u vidu da se senescencija nalazi u osnovi mnogih neurodegenerativnih bolesti 
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povezanih sa starenjem, naši rezultati koji sugerišu da miR-21 učestvuje u regulaciji ovog procesa su 
vrlo značajani sa naučnog i potencijalno aplikativnog aspekta.  

Astrociti diferencirani od NT2/D1 ćelija (NT2/A) okarakterisani su na osnovu morfologije, 
ekspresije specifičnih astrocitnih markera, kao i proliferativnog kapaciteta. Dok kulture NT2/A ranih 
faza sazrevanja (NT2/A_1N) čine pretežno astrociti fibrozne morfologije visokog proliferativnog 
kapaciteta, kulture zrelih NT2/A (NT2/A_4N), sastoje se isključivo od astrocita koji su po morfologiji 
slični protoplazmatičnim čiji se proliferativni kapacitet značajno smanjuje. Uočene promene u 
morfologiji i 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 ćelijskog ciklusa u G0/G1 fazi (Sandhu et al., 2002). 
U našoj studiji je pokazano da zreli NT2/A_4N pokazuju jači intenzitet signala glavnog markera 
senescencije SA-β-gal, u poređenju sa intenzitetom signala u nezrelim NT2/A_1N te bismo mogli 
zaključiti da je smanjenje proliferativnog kapaciteta zrelih astrocita delom i posledica njihovog ulaska 
u senesenciju, što je u saglasnosti sa činjenicom da NT2/A imaju ograničen životni vek u kulturi (šest 
do deset pasaža) (Sandhu et al., 2002). Iako neki literaturni podaci ukazuju da se aktivnost SA-β-gal 
može uočiti i u utišanim i senescentnim astrocitima (Cho & Hwang, 2012; Terzi et al., 2016), 
aktivnost ovog enzima znatno je izraženija u senescentnim u odnosu na utišane astrocite (Cho & 
Hwang, 2012; Terzi et al., 2016). Iako kulture NT2/A_4N ispoljavaju određene karakteristike 
senescencije, naši rezultati, kao i nalazi Sandhu i saradnika, ukazuju na to da su ove ćelije 
funkcionalne, jer imaju aktivan sistem za transport glutamata i aktiviraju se u odgovoru na mehaničku 
ili hemijsku povredu (Sandhu et al., 2002).  

Promene u morfologiji NT2/A ispitane su i na nivou promena u ekspresiji specifičnih 
astrocitnih markera. Naši rezultati imunocitohemije pokazali su da NT2/A eksprimiraju astrocitni 
marker GFAP. Međutim, uočene 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 čine isključivo astrociti 
protoplazmatične morfologije, je slabiji, difuzan i lokalizovan ne samo u citoplazmi već i u jedru ovih 
ćelija. Poznato je da je GFAP marker fibroznih astrocita bele mase (Tabata, 2015), dok 
protoplazmatični astrociti, koji su dominantne ćeliјe u sivoj masi, imaju relativno nisku ekspresiju 
ovog markera (Eng et al., 1971; Jurga et al., 2021; Macikova, 2009).  Slično 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 može uočiti u astrocitima 
kasnijih faza sazrevanja (≥ 4. nedelja sazrevanja), kada u ćelijskim kulturama dominiraju astrociti 
protoplazmatične morfologije. Promena obrasca espresije GFAP proteina tokom sazrevanja NT2/A 
može se objasniti prisustvom različitih izoformi GFAP-a u različitim tipovima NT2/A, što se može 
pretpostaviti na osnovu rezultata Western blota. Tokom prve tri nedelje sazrevanja NT2/A, kada su 
astrociti fibrozne morfologije prisutni u kulturi, dominantno eksprimirana očekivana izoforma GFAP 
proteina, molekulske mase od 50 kDa. Međutim, u NT2/A_4N dolazi do promena u obrascu 
ekspresije GFAP-a, pri čemu dominantne postaju izoforme niže molekulske mase. Iako je za tačnost 
ove pretpostavke neophodna potvrda korišćenjem antitela specifičnih za svaku, pojedinačnu 
izoformu, bitno je napomenuti da je do sad otkriveno 10 izoformi GFAP-a (Yang et al., 2015), čija 
ekspresija varira u u zavisnosti od faze diferencijacije astrocita (de Reus et al., 2024; Messing & 
Brenner, 2020) i u zavisnosti od regiona mozga u kojem se nalaze (Kamphuis et al., 2012). Detaljna 
studija Kamphius i saradnika na mišjim astrocitima pokazala je da se različite izoforme GFAP-a 
eksprimiraju u specifičnim regionima mozga (Kamphuis et al., 2012). Tako su u korteksu, malom 
mozgu i strijatumu detektovane izoforme Gfap-α, Gfap-β, Gfap-γ, Gfap-δ i Gfap-κ. GFAP-α izoforma 
je najzastupljenija izoforma u CNS-u, dok je GFAP-δ izoforma pre svega eksprimirana u 
proliferišućim astrocitima subventrikularne zone, subgranularnoj zoni, rostralnom migratornom putu 
i subpijalnim astrocitima (Kamphuis et al., 2012), a njena ekspresija se povećava i u reaktivnim 
astrocitima u različitim patologijama CNS-a (de Reus et al., 2024). Dalja potvrda astrocitnog fenotipa 



 

60 
 

diferenciranih ćelija dobijena je analizom citoskeletnog proteina vimentina, koji se eksprimira i u 
NT2/A fibrozne i protoplazmatične morfologije, što 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 i intezivno obeležava 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, što je u saglasnosti sa podacima  u literaturi gde je 
vimentim opisan kao citoskeletni protein specifičan za neuralne progenitore i nezrele astrocite 
(Potokar et al., 2020; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Uspešnost diferencijacije NT2/D1 u zrele 
astrocite dodatno potvrđuje 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 uočava se u jedru, što 
je u saglasnosti sa zapažanjima Sandhu i saradnika (Sandhu et al., 2002).  

Analiza ekspresije SOX2 i SOX9 u kulturama NT2/A različitih faza sazrevanja, pokazala je 
da su ova dva proteina eksprimirana na visokom nivou u proliferišućim progenitorskim NT2/D1 
ćelijama 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 različitih studija na mišjim 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 utišanim astrocitima adultnog mozga, ekspresija ovih regulatornih proteina 
značajno smanjuje (Bani-Yaghoub et al., 2006; Sun et al., 2017). SOX2 u astrocitnim prekursorima 
omogućava održavanje visokog proliferativnog kapaciteta ovih ćelija (Bani-Yaghoub et al., 2006), 
dok SOX9 u kompleksu sa NFIA omogućava inicijaciju gliogeneze i uključen je u regulaciju gena 
koji imaju ključne uloge u migraciji i metabolizmu astrocitnih prekursora (Kang et al., 2012).  
Rezultati naše studije pokazuju da astrociti ranih faza sazrevanja sa visokom ekspresijom SOX2 i 
SOX9, poseduju visok proliferativni i migratorni kapacitet. Nasuprot tome, u zrelim NT2/A, koje 
odlikuje niska ekspresija SOX2 i SOX9, proliferativni i migratorni kapacitet je značajno 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). Naši imunohistohemijski rezultati 
dobijeni na presecima korteksa pacova to ne potvrđuju, jer je na kontrolnim životinjama ekspresija 
SOX2 i SOX9 ograničena samo na mali broj GFAP-pozitivnih ćelija. Nije isključeno da je ekspresija 
ovih regulatornih proteina transkripcije u zrelim astrocitima specifična za vrstu, jer se navedeni 
literaturni podaci odnose na cerebralne preseke adultnih miševa (Sun et al., 2017; Xia & Zhu, 2015) 
i ljudi (Sun et al., 2017), dok su naši rezultati dobijeni na cerebralnom korteksu adultnih pacova. Naši 
in vivo i in vitro rezultati sugerišu da se ekspresija SOX2 i SOX9 povezuje pre svega sa reaktivnim 
astrocitima. Zaista, imunofluorescentno obeležavanje preseka velikog mozga pacova s lezijom 
desnog cerebralnog korteksa (ASK) pokazuje da se ekspresija SOX2 i SOX9 povećava u reaktivnim 
astrocitima u okolini povrede. Reaktivni fenotip ovih astrocita potvrđen je na osnovu povećane 
ekspresije GFAP-a i vimentina. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa nekoliko studija koje su pokazale da 
se SOX2 i SOX9 ponovo eksprimiraju u reaktivnim astrocitima nakon povrede (Bani-Yaghoub et al., 
2006; Chen et al., 2019; Sun et al., 2017). Naš rezultat potvrđen je i in vitro. Nakon izlaganja 
mehaničkom stimulusu konfluentne kulture zrelih NT2/A, u reaktivnim astrocitima u okolini povrede 
uočena je povećana ekspresija SOX2 i SOX9. Kao i u in vivo modelu, NT2/A u okolini povrede 
dobijaju fibroznu morfologiju karakterističnu za reaktivne astrocite, što je potvrđeno 
imunofluorescentnim obeležavanjem vimentina. Vrlo slični rezultati objaviljeni su u studiji Bani-
Yaghoub i saradnika gde su autori pokazali da mehanička povreda naneta kulturama utišanih mišijih 
astrocita in vitro dovodi do povećanja ekspresije SOX2 u reaktivnim astrocitima u blizini povrede 
(Bani-Yaghoub et al., 2006). Sličan rezultat dobijen je u studiji Lim i saradnika, gde je pokazano da 
nakon mehaničke povrede in vitro, vimentin i GFAP-pozitivni NT2/A fibrozne morfologije migriraju 
u povređeno područje (Lim et al., 2007). Zanimljivo je da, slično rezultatima dobijenim na in vivo 
modelu pacova, naša in vitro studija pokazuje da je aktivacija NT2/A ograničena na oblast u 
neposrednoj blizini povrede. Nasuprot tome, astrociti udaljeni od povrede ne menjaju svoju 
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morfologiju i zadržavaju nisku ekspresiju SOX2 i SOX9, slično zapažanjima iz drugih studija koja 
ukazuju na to da je stepen reaktivne astroglioze, koji uključuje morfološke, funkcionalne i 
transkripcione promene astrocita, najizraženiji u neposrednoj blizini povrede, dok se progresivno 
smanjuje sa povećanjem udaljenosti astrocita od mesta povrede (Moulson et al., 2021; Sofroniew & 
Vinters, 2010). Sličan efekat mehaničkom povređivanju NT2/A, izazvao je forskolin, koji je korišćen 
kao hemijski stimulus za aktivaciju astrocita. Tretman zrelih NT2/A forskolinom doveo je do 
transformacije morfologije astrocita iz protoplazmatične u fibroznu i do povećane ekspresije SOX2 i 
SOX9 u ovim ćelijama (Slika 14). Iako su brojne studije pokazale povećanje 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 ćelijama nije dovoljno razjašnjena. Iz tog razloga bilo je interesantno ispitati ulogu ovih 
proteina u ćelijskim procesima karakterističnim za aktivirane astrocite. 

Reaktivna astroglioza je složen proces u kome ove ćelije stiču neke od karakterstika 
astrocitnih prekursora, kao što je povećan 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). Naši 
rezultati pokazali su da povećana ekspresija SOX2 dovodi do povećanja vijabilnosti i 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 mehaničke 
povrede SOX2 ponovo eksprimira u ćelijskim kulturama utišanih mišjih astrocita, koji povećavaju 
svoj proliferativni kapacitet (Bani-Yaghoub et al., 2006). Rezultati naših eksperimenata potvrđuju 
ove indikacije i daju dokaz o direktnom uticaju SOX2 na ponovno sticanje proliferativnog kapaciteta 
zrelih astrocita. S druge strane, povećana ekspresija SOX9 u utišanim NT2/A nije uticala na 
vijabilnost i proliferaciju ovih ćelija, ali je dovela do povećanja migratornog kapaciteta NT2/A. 
Interesantno je da su rezultati studije koja je rađena na kulturama mišjih astrocita kičmene moždine 
aktiviranih ATP-om pokazali da SOX2 ne utiče na proliferaciju ovih ćelija već da je SOX2 uključen 
u povećanu proliferaciju i vijabilnost astrocita (Xia & Zhu, 2015). Razlike u sprezi SOX2 i 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 i konteksta povrede, 
različiti stimulusi, oslobođeni usled oštećenja tkiva, mogu aktivirati brojne unutarćelijske kaskade u 
reaktivnim astrocitima, što, utiče na fenotipski status astrocita, a to finalno dovodi do različitih ishoda 
u procesu oporavka nervnog tkiva (Zamanian et al., 2012).  

Više studija govori o tome da profil ekspresije gena reaktivnih astrocita odgovara profilu 
ekspresije gena specifičnom za prekursore astrocita tokom razvića mozga i rane (nezrele) postnatalne 
astrocite (Chaboub et al., 2016; Zhou, 2016). Vođeni ovim literaturnim podacima, u ovoj doktorskoj 
tezi ispitano je da li povećana ekspresija SOX9 u zrelim astrocitima reaktivira istu transkripcionu 
regulatornu kaskadu koja je aktivna tokom inicijacije gliogeneze. Podaci iz studije rađene na 
kičmenoj moždini embriona pileta i miša pokazali su da SOX9 direktno reguliše ekspresiju proteina 
NFIA (Kang et al., 2012). SOX9 i NFIA formiraju kompleks i ko-regulišu ekspresiju seta gena, 
uključujući gen Apcdd1, koji igra ključnu ulogu u migraciji astrocitnih prekursora tokom gliogeneze 
i gen Zcchc24 koji se povezuje sa njihovom metabolizmom (Kang et al., 2012). Naša studija pokazala 
je da povećana ekspresija SOX9 u zrelim NT2/A dovodi do povećane ekspresije gena NFIA, 
APCDD1 i ZCCHC24. APCDD1 igra ključnu ulogu u migraciji astrocitnih prekursora, verovatno 
kroz interakciju sa Rho GTP-azom (Kang et al., 2012). U skladu s tim, možemo pretpostaviti da se 
povećani migratorni potencijal zrelih NT2/A, detektovan nakon povećane ekspresije SOX9 u zrelim 
astrocitima, može pripisati povećanoj ekspresiji gena APCDD1. Interesantno je da je migratorni 
kapacitet zrelih NT2/A sa egzogeno povećanom ekspresijom SOX9 dostigao migratorni kapacitet 
NT2/A ranih faza sazrevanja koji endogeno visoko eksprimiraju SOX9. Naši rezultati pokazuju da 
SOX2 i SOX9 učestvuju u regulaciji proliferacije i migracije, važnih funkcionalnih osobina astrocita 
povezanih sa aktivacijom. Proliferacija i migracija astrocita imaju ključni značaj u formiranju glijskog 
ožiljka (Lagos-Cabre et al., 2019; Wanner et al., 2013). Ovi precizno regulisani procesi omogućavaju 
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reaktivnim astrocitima da formiraju barijeru koja sprečava širenje inflamacije na okolno tkivo (Lagos-
Cabre et al., 2019; Sofroniew, 2014; Wanner et al., 2013), stoga je od izuzetnog značaja rasvetljavanje 
molekularnih mehanizama koji stoje u njihovoj osnovi. Naši rezultati su u saglasnosti sa studijama 
koje pokazuju da su setovi gena, čija je aktivnost vezana za formiranje glijskog ožiljka, prepoznati 
kao ciljni geni SOX2 i SOX9 regulatornih proteina transkripcije (Chen et al., 2019; Gris et al., 2007). 
Iako su potrebna dodatna istraživanja kako bi se razlučilo koje komponente signalnih puteva se nalaze 
pod kontrolom SOX2 i SOX9  tokom reaktivne astroglioze, naši rezultati i podaci iz literature (Chen 
et al., 2019; Lim et al., 2007) sugerišu da bi SOX2 i SOX9 ili njihovi ciljni geni mogli biti specifično 
modulisani radi usmeravanja reaktivnih astrocita u smeru regeneracije i oporavka nervnog tkiva.  

Astrociti ostvaruju ključnu ulogu u održavanju homeostaze glutamata u CNS-u, preko 
glutamatnih transportera GLT1/EAAT2 i GLAST/EEAT1 na svojoj membrani (Andersen et al., 
2021). Smanjena ekspresija ovih transportera (kodiranih genima SLC1A2 i SLC1A3) u astrocitima 
usled različitih patoloških stanja CNS-a, dovodi do glutamatom posredovane ekscitotoksičnosti koja 
za posledicu ima oštećenje ili smrt neurona. Smanjena ekspresija glutamatnih transportera uočava se 
u mozgu tokom starenja, u različitim patologijama, poput traumatskih povreda mozga i u brojnim 
neurodegenerativnim oboljenjima (Kutzing et al., 2012; Yi & Hazell, 2006). Rezultati qPCR-a analize 
pokazali su da povećana ekspresija SOX9 dovodi do povećane ekspresije gena SLC1A3, koji kodira 
glutamatni transporter GLAST/EAAT1, što je u skladu sa studijom Kang i saradnika koja pokazuje 
da SOX9 posredno, preko regulacije NFIA, podstiče ekspresiju glutamatnog transportera Glast u 
astrocitnim prekursorima pileta (Kang et al., 2012). Zanimljivo, literaturni podaci ukazuju da se 
GLAST/EAAT1 često smatra markerom nezrelih postnatalnih astrocita, a poznato je da je u njima 
SOX9 i 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 SLC1A2 koji kodira GLT1/EAAT2 se nije promenila u uslovima povećane ekspresije SOX9 u 
zrelim NT2/A. Iako je povećana ekspresija SOX9 izazvala samo blago povećanje ekspresije gena 
SLC1A3 i nije uticala na ekspresiju gena SLC1A2, značajno je doprinela povećanju kapaciteta 
astrocita za preuzimanje glutamata iz medijuma. Može se pretpostaviti da je povećana ekspresija 
SOX9 preko regulacije gena SLC1A3 doprinela povećanom kapacitetu astrocita za preuzimanje 
glutamata, dok su u regulaciju ekspresije GLT-1 uključeni drugi molekularni mehanizmi nezavisni 
od SOX9. Na primer, različite studije su pokazale je da je u regulaciju GLT-1 uključen 
cAMP/PKA/CREB (engl. cyclic adenosine monophosphate/protein kinase A/cAMP Response 
Element-Binding Protein) i NFκB signalni put (Gegelashvili et al., 2000; Liu et al., 2016; Martinez-
Lozada et al., 2016; Takahashi et al., 2015). Bitno je istaći da ekspresija glutamatnih transportera na 
astrocitima može zavisiti od miljea u kome se astrociti nalaze. Studije na astrocitima pacova pokazale 
su da je ekspresija Glt-1 u astrocitima povećava kada se gaje u ko-kulturi sa neuronima, u odnosu na 
ekspresiju ovog transportera u čistim kulturama astrocita (Schlag et al., 1998; Swanson et al., 1997). 
Pretpostavlja se da neuroni svoj efekat na povećavanje ekspresije GLT-1 ostvaruju preko efektorskih 
molekula kao što je aktivator adenilatne ciklaze- PACAP (engl. Pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide) (Figiel & Engele, 2000; Resch et al., 2014). Sandhu i saradnici su uočili da je 
nivo ekspresije SLC1A3 (kodira EAAT1) veći u odnosu na nivo SLC1A2 (kodira GLT-1/EAAT2) u 
NT2/A. Ovaj rezultat su objasnili time što su za eksperimente korišćene čiste kulture astrocita, bez 
prisustva neurona (Sandhu et al., 2002). Bez obzira na nižu ekspresiju GLT-1/EAAT2 u odnosu na 
GLAST/EAAT1 u astrocitima, pokazano je da su NT2/A funkcionalni u preuzimanju glutamata iz 
medijuma (Sandhu et al., 2002). Štaviše, blokiranje GLT-1 transportera kainatom je dovelo do 
blokiranja preuzimanja glutamata iz medijuma. Ovi podaci ukazuju na ključnu ulogu GLT-1 
transportera u regulaciji preuzimanja glutamata, nezavisno od nivoa njegove ekspresije u NT2/A. 
Zaključno, blago povećanje ekspresije SLC1A3 (kodira GLAST/EAAT1) usled povećane ekspresije 
SOX9 bilo je dovoljno da značajno poveća kapacitet NT2/A za preuzimanje glutamata. Međutim, 
dodatni molekularni mehanizmi koji učestvuju u regulaciji glutamatnih transportera, nezavisni od 
SOX9, kao i uticaj regulatornih proteina koje luče neuroni ostaju otvoreno polje za buduća 
istraživanja. miR-21 je bitan regulator funkcije astrocita koji može pospešiti oporavak nakon povrede 
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kičmene moždine, in vitro i in vivo (Bhalala et al., 2012; Liu et al., 2018). Pokazano je da miR-21 
nakon povrede kičmene moždine povećava 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 mitotički aktivnih ćelija, već i u kulturi zrelih 
NT2/A, gde je proliferativni kapacitet značajno smanjen. Ova pro-proliferativna funkcija miR-21 
opisana je i u drugim ćelijskim kontekstima, uglavnom u različitim vrstama maligniteta, uključujući 
glioblastom (Gaur et al., 2011; Lou et al., 2010). Interesantno, naši rezultati pokazuju da se ekspresija 
miR-21 ne smanjuje u zrelim NT2/A, uprkos značajnom smanjenju proliferativnog kapaciteta ovih 
ćelija. Činjenica da astrociti održavaju određeni nivo ekspresije miR-21 tokom sazrevanja ukazuje na 
to da je ova miRNK važna za fiziološku aktivnost astrocita, najverovatnije kroz sprečavanje preranog 
ulaska u senescenciju. Zaista, smanjenje proliferativnog kapaciteta NT2/A izazvano utišavanjem 
miR-21 praćeno je povećanom ekspresijom inhibitora ćelijskog ciklusa, gena p21Waf1/Cip1 i TP53 
i povećanom aktivnošću SA-β-galaktozidaze koji predstavljaju glavne odlike senescentnog fenotipa, 
što ukazuje na potencijalnu ulogu miR-21 u senescenciji. Prema našim saznanjima, ovo je prva studija 
koja ukazuje na povezanost između miR-21 i senescencije astrocita. Postoje studije na drugim 
ćelijskim modelima koje povezuju različite miRNK sa senescencijom. Slično kao u našoj studiji, 
studija na humanim U87 ćelijama glioma tumora je pokazala da utišavanje ekspresije miR-21 u ovim 
ćelijama dovodi do smanjenja proliferativnog kapaciteta i indukcije njihove senescencije (Chai et al., 
2018). Sa druge strane, pokazano je da miR-21 u humanim endotelnim ćelijama preko regulacije 
ekspresije gena DNMT1 i SIRT1 enzima dovodi do smanjene proliferacije ovih ćelija i indukuje 
njihovu senescenciju (Mensa et al., 2020). Naša in silico analiza otkrila je dvadeset četiri gena 
povezana sa senescencijom koje potencijalno reguliše miR-21. Za nekoliko od ovih gena (TIMP3, 
TGFB1, IL12A, RECK, VCL, COL4A1 i EHD1), eksperimentalno je pokazano da se povećano 
eksprimiraju u humanim senescentnim astrocitima kod kojih je senescencija izazvana oksidativnim 
stresom (Crowe et al., 2016). Različite studije su potvrdile da miR-21 u različitim tipovima ćelija 
direktno reguliše neke od ovih gena, uključujući 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 istraživanja za bolje razumevanje preciznih mehanizama njenog delovanja u 
kontroli ovog procesa. Senescencija, kao važan faktor u razvoju neurodegenerativnih bolesti, je u 
središtu naučnog fokusa poslednjih decenija. Ipak, ovaj fenomen i dalje nije dovoljno istražen, što 
naglašava značaj daljeg proučavanja molekularnih mehanizama koji leže u njegovoj osnovi.  

Proces reaktivne astroglioze predstavlja kompleksan niz događaja koji obuhvata promene u 
ekspresiji brojnih gena, pri čemu upravo te promene određuju fenotipske promene koje utiču na 
finalni ishod patološkog procesa. Astrociti se aktiviraju u odgovoru na različite tipove patoloških 
stanja CNS-a, i u tom procesu mogu ostvariti i pozitivne i negativne efekte na oporavak nervnog 
tkiva. Ciljanim modifikovanjem ekspresije specifičnih gena u astrocitima moguće je modulisati 
određene fenotipske osobine astrocita, sa namerom da se promovišu neuroprotektivne i eliminišu 
štetne funkcije astrocita i time ostvari pozitivan efekat na oporavak nervnog sistema nakon povrede 
(Liddelow & Barres 2017). Interesantni su rezultati dobijeni na transgenim miševima sa ciljano 
uklonjenim genima za GFAP i vimentin (GFAP-/-Vim-/-). Kod ovih životinja, nakon povrede 
entorinalnog korteksa, ne dolazi do hipertrofije astrocitnih nastavaka, što rezultira većim gubitkom 
neuronalnih sinapsi u poređenju sa miševima divljeg soja (Wilhelmsson et al., 2004). Ova studija 
ukazuje na to da reaktivni astrociti pomažu oporavak nervnog tkiva u akutnoj fazi nakon povrede 
CNS-a i sugeriše da je hipertrofija astrocitnih nastavaka, povezana sa reaktivnom astrogliozom, od 
ključnog funkcionalnog značaja. Reaktivni astrociti, kao glavne ćelijske komponente glijskog ožiljka, 
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 ožiljka (Gris et al., 2007). 
Hondroitin sulfat je komponenta vanćelijskog matriksa koja je prepoznata kao primarni inhibitor 
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oporavka aksona nakon povrede (McKillop et al., 2013). Zanimljivo je da nivo ekspresije SOX9 u 
ćelijama može biti ključan za balans između produkcije pro- i anti-regenerativnih molekula 
vanćelijskog matriksa koje proizvode astrociti (Gris et al., 2007). Štaviše, ciljano uklanjanje gena 
SOX9 iz astrocita smanjuje nivo CSPG nakon povrede kičmene moždine, povećava neuroplastičnost 
i oporavak motornih funkcija miševa (McKillop et al., 2013). Suprotno tome, rezultati studije Shin i 
saradnika pokazuju da povećana ekspresija SOX9 u reaktivnim astrocitima, indukovana primenom 
PLGA (engl. poly-lactic-co-glycolic acid) nanočestica, smanjuje neurološke deficite i veličinu 
infarkta nakon ishemijskog oštećenja mozga, pružajući potencijalnu terapijsku opciju za oporavak 
nervnog tkiva (Shin et al., 2024).  Naši rezultati sugerišu da je SOX9 uključen u regulaciju migracije 
astrocita, verovatno kroz aktivaciju iste transkripcione regulatorne kaskade koja je aktivna tokom 
gliogeneze. Imajući u vidu da reaktivni astrociti ponovo stiču povećan migratorni kapacitet i tokom 
formiranja glijskog ožiljka nakon teških oštećenja CNS-a (Lagos-Cabre et al., 2019), modulacijom 
ekspresije SOX9 ili njegovih ciljnih gena moglo bi se uticati na migratorne sposobnosti reaktivnih 
astrocita, a samim tim i na dalji tok reaktivne astroglioze. Otuda su bitna dalja istraživanja u cilju 
boljeg razumevanja mehanizama koji se nalaze u osnovi migratornih sposobnosti astrocita. Dobijeni 
rezultati otvorili bi nove mogućnosti za terapeutsko delovanje usmereno na modulaciju reaktivne 
astroglioze u cilju sprečavanja daljih oštećenja i sanacije nervnog tkiva nakon povrede. Naša studija 
pokazuje da povećana ekspresija SOX9 povećava kapacitet zrelih astrocita za preuzimanje glutamata, 
što bi moglo imati potencijalni terapeutski značaj s obzirom na to da je glutamatom posredovana 
ekscitotoksičnost zabeležena u različitim patologijama CNS-a, uključujući TBI (Sarkar & 
Hochedlinger, 2013; Todd & Hardingham, 2020; Yi & Hazell, 2006) i neurodegenerativne bolesti 
(Sattler & Rothstein, 2006). Među genima koje reguliše SOX2, mnogi (poput Nr2e1, Mmd2, Wnt7a 
i Akt2) su povezani sa aktivacijom i proliferacijom astrocita nakon TBI ili drugih bolesti mozga (Chen 
et al., 2019), što je u skladu sa našim rezultatima koji pokazuju da SOX2 povećava vijabilnost i 
proliferaciju astrocita. Takođe, pokazano je da ciljano uklanjanje SOX2 iz astrocita adultnih miševa 
značajno smanjuje glijski odgovor na kontrolisanu povredu korteksa i poboljšava oporavak miševa 
nakon povrede (Chen et al., 2019). Navedeni podaci sugerišu da SOX2 reguliše funkciju astrocita 
putem različitih 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, 
imajući u vidu njihovu bitnu ulogu u regulaciji ekspresije gena. Terapeutske strategije bazirane na 
oligonukleotidima imaju potencijal da leče širok spektar bolesti za koje trenutno ne postoje lekovi 
(Thakur et al., 2022). U ovu svrhu se koriste sintetički sintetisani oligonukleotidi koji deluju tako što 
zamenjuju funkcije miRNK čija je ekspresija smanjena u različitim patologijama CNS-a (engl. 
miRNA mimics) ili tako što utišavaju njihovu ekpresiju (engl. antisense-miR) ili ih razgrađuju u 
slučajevima kad su prekomerno eksprimirane (Samad & Kamaroddin, 2023). Mala dužina miRNK 
(~22 nuklotida) čini 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). Takođe, jedna miRNK 
reguliše ekspresiju većeg broja gena, stoga se miRNK-bazirane terapeutske strategije mogu koristiti 
za regulaciju čitavih signalnih puteva, a ne samo jednog gena (Bai & Bian, 2022; Baumann & 
Winkler, 2014). Sa druge strane, to može dovesti do neželjenih efekata, kao što je modulacije 
ekspresije gena koji nisu primarno ciljani terapijom (engl. “off targets”), što posledično dovodi do 
poremećaja fizoloških ili pojave novih neželjenih funkcija ćelija (Samad & Kamaroddin, 2023). Stoga 
je detaljno proučavanje molekularnih mehanizama putem kojih miRNK ostvaruju svoje uloge ključno 
za minimalizovanje ovih neželjenih efekata, što bi omogućilo razvoj efikasnijih i sigurnijih terapijskih 
strategija. Naša istraživanja ukazuju na potencijalni značaj miR-21 u regulaciji senescencije astrocita.  
Kao što je ranije pomenuto, senescentni astrociti povezani su s različitim patologijama CNS-a  (Cohen 
& Torres, 2019). Gubitak fizioloških funkcija astrocita uzrokovan senescencijom ima značajan uticaj 
na proces starenja mozga i razvoj neurodegenerativnih poremećaja (Baker & Petersen, 2018). 
Razumevanje mehanizama kojima miRNK doprinose senescenciji astrocita moglo bi imati aplikativni 
značaj. Dodatno, postoje dokazi koji sugerišu da miR-21 utiče na regulaciju ekspresije gena čija je 
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ekspresija povećana u senescentnim astrocitima (Gabriely et al., 2008; Liu et al., 2009; Marts et al., 
2017; Yan et al., 2011). Zanimljivo je da se među ciljnim genima miR-21 nalaze geni koji su deo 
SASP-a, poput gena za interleukin 12A (IL12A), hemokin CCL20, TGFβ i inhibitora 
metaloproteinaza TIMP3 i RECK. Ovo čini miR-21 posebno interesantnim sa terapeutskog aspekta, 
jer bi modulacija njene ekspresije potencijalno mogla doprineti eliminaciji štetnih karakteristika 
senescentnih astrocita ili čak potpuno sprečiti njihovu senescenciju. Pored senolitika, koji dovode do 
uklanjanja senescentnih ćelija, sa terapeutskog aspekta sve veći značaj dobijaju senomodulatori. Ova 
jedinjenja sprečavaju ekspresiju gena uključenih u SASP, čime se smanjuje rizik od inflamacije 
povezane sa starenjem (Lagoumtzi & Chondrogianni, 2021; Lu et al., 2023). Kao senomodulatori se 
najčešće koriste prirodna jedinjenja (resveratrol, rapamicin, apigenin, kaempferol, i drugi) za koje je 
na različitim ćelijskim linijama fibroblasta pokazano da inhibiraju ekspresiju različitih komponenti 
SASP-a (Laberge et al., 2015; Lim et al., 2015; Menicacci et al., 2017), uglavnom preko inhibicije 
NF-κB 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 što su: IL-
6, IL-8, IL-1α, and IL-1β. Takođe, ovaj senomodulator inhibira ekspresiju ćelijskih inhibitora P16, 
P21, P53, smanjuje intenzitet aktivnosti SA-β-gal u humanim fibroblastima kože (Lagoumtzi & 
Chondrogianni, 2021; Lee et al., 2020). Naša istraživanja su pokazala da miR-21 moduliše ekspresiju 
inhibitora ćelijskog ciklusa P53 i P21 u NT2/A. Takođe, naša in silico analiza je pokazala da ova 
miRNK potencijalno reguliše neke od gena uključenih u SASP (IL12A, CCL20, TGFβ, TIMP3 i 
RECK). U budućim istraživanjima bilo bi interesantno eksperimentalno potvrditi ulogu miR-21 u 
regulaciji ekspresije ovih gena. Navedeni rezultati i podaci iz literature navode na zaključak da bi 
miR-21 uz dodatna istraživanja, potencijalno mogla da se iskoristi kao senomodulator. Modifikacija 
njene ekspresije u senescentnim astrocitima bi potencijalno mogla da ublaži ili spreči 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. Zaključci 
 

Na osnovu dobijenih eksperimentalnih rezultata, mogu se izvesti sledeći zaključci: 

1. Tokom sazrevanja NT2/A in vitro, ove ćelije menjaju svoju morfologiju od dominantno fibrozne 
tokom prve dve nedelje sazrevanja do protoplazmatične u četvrtoj nedelji sazrevanja (utišani/zreli 
NT2/A). NT2/A odlikuje ekspresija karakterističnih markera astrocita (GFAP, Vimentin i S100B) i 
pokazuju smanjenje proliferativnog kapaciteta sa sazrevanjem.  

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

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

 4. Ekspresija SOX2 povećana lentiviralnom transdukcijom u zrelim NT2/A dovodi do povećane 
vijabilnosti i proliferativnog kapaciteta ovih ćelija, dok povećana ekspresija SOX9 dovodi do 
povećanja migratornog kapaciteta ovih ćelija.  

5. Povećana ekspresija SOX9 u zrelim NT2/A dovodi do povećanja ekspresije gena NFIA, APCDD1 
i ZCCHC24, odnosno do reaktivacije transkripcione regulatorne kaskade prisutne tokom gliogeneze. 
Takođe, povećana ekspresija SOX9 dovodi do povećane ekspresije gena SLC1A3 koji kodira 
EAAT1/GLAST glutamatni transporter kao i značajnog povećanja kapaciteta NT2/A za preuzimanje 
glutamata. 

6. Utišavanje ekspresije miR-21 u ranim i zrelim NT2/A dovodi do smanjenja proliferativnog 
kapaciteta ovih ćelija, povećanja ekspresije gena p21Waf1/Cip1 i TP53 i povećanja intenziteta SA-β-
gal signala.  

7. Povećana ekspresija mitotskih inhibitora i intenziteta SA-β-gal signala u uslovima utišane 
ekspresije miR-21, sugeriše na ulazak NT2/A u senescenciju, što ukazuje na potencijalnu ulogu miR-
21 u regulaciji senescencije astrocita. 

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