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Uticaj fragmenata tenascina-C na morfoloska i funkcionalna svojstva astrocita i mikroglije u
ranim fazama nastanka glijalnog ozZiljka u modelima mehanicke povrede kicmene moZdine i u
kulturi éelija miSa

Sazetak

Vancelijski glikoprotein tenascin-C nakon traumatske povrede CNS oslobadaju astrociti. Usled
multimodularne ekspresije koja je prostorno i vremenski visoko regulisana, kao i brojnih vezivnih
partnera medu drugim komponentama ECM i ¢elijskim receptorima, TnC ostvaruje brojne efekte, a
neki od njih su i opre¢ni brojne pa i oprecne efekte. Cilj ove disertacije je bio da pojasni uloge
njegovih razli¢itih fragmenata na morfoloska i funkcionalna svojstva astrocita i mikroglije u ranim
fazama nakon traumatske povrede CNS. U nedostatku TnC, mikroglijalne ¢elije znacajno vise ulaze
u region povrede i proliferiSu, dok se astrociti koncentriSu u grani¢nom regionu povrede i pomazu
njeno brze zatvaranje. Dodavanje TnC fragmenta FnD drasti¢éno smanjuje proliferaciju mikroglije u
regionu povrede. FnD smanjuje i gustinu mikroglije delom na ra¢un smanjene proliferacije, a
potencijalno i na ra¢un smanjene migracije 1 kontaktne inhibicije koja se javlja izmedu uvecanih FnD-
tretiranih mikroglijalnih ¢elija. S druge strane, FnD ne utice na proliferaciju astrocita u regionu
povrede, ali smanjuje njihovu proliferaciju u graniénom regionu, dok intenzivno promovise
migraciju astrocita u region povrede u mesovitoj kulturi u 48h. Morfologija FnD tretirane mikroglije
podsec¢a na proinflamatorni fenotip, a u prilog tome govori i povecana ekspresija iNOS. Povecana
ekspresija i sekrecija TNF-a i IL-1B nakon FnD tretmana ukazuju na opS$ti razvoj inflamacije.
Tretman FnD takode dovodi i do povecane ekspresije prekursorske forme 1 integrina i pojave
monomernih traka P2Y12R, §to dodatno govori u prilog uloge TnC u promenama morfologije i
pokretljivosti ¢elija. Sveukupno rezultati ove studije ukazuju na kompleksnu i raznovrsnu ulogu TnC,
a posebno FnD u tekucoj inflamaciji nakon povrede kao i prostornoj i vremenskoj organizaciji regiona
povrede.

Kljuéne reci: tenascin-C, fibronektin tip Ill-nalik ponovak D, glijalni oziljak, astrociti, mikroglija,
ki¢mena mozdina, neuroinflamacija, ¢elijske kulture

Naucna oblast: Bioloske nauke

UZa naucna oblast: Neurobiologija



The effects of tenascin-C fragments on morphological and functional properties of
astrocytes and microglia in the early stages of glial scar formation in the murine spinal cord
and cell culture mechanical injury models

Abstract

Extracellular glycoprotein TnC is secreted by astrocytes after traumatic CNS injury. Due to its
multimodular expression that is spatially and temporally highly regulated, as well as numerous
binding partners such as ECM components and cell receptors, TnC achieves various and even
opposing effects. The aim of this dissertation was to clarify the roles of its different fragments on the
morphological and functional properties of astrocytes and microglia in the early stages after traumatic
CNS injury. In the absence of TnC, microglial cells increasingly enter the wound region and
proliferate, while astrocytes concentrate in the border region of the wound and promote its faster
closure. Addition of the TnC fragment FnD reduces the proliferation of microglia in the injury region.
FnD also reduces the density of microglia partly at the expense of reduced proliferation, and
potentially also at the expense of reduced migration and contact inhibition that occurs between
enlarged FnD-treated microglial cells. On the other hand, FnD does not affect the proliferation of
astrocytes in the injury region, but reduces their proliferation in the border region, while intensively
promoting the migration of astrocytes to the injury region in mixed culture at 48h. The morphology
of FnD-treated microglia resembles a pro-inflammatory phenotype, and this is supported by the
increased expression of iINOS. Increased expression and secretion of TNF-o and IL-1p after FnD
treatment indicate a general onset of inflammation. FnD treatment also leads to increased expression
of the precursor form of B1 integrin and the appearance of P2Y 12R monomer bands, which further
supports the role of TnC in changes in cell morphology and motility. Overall, the results of this study
indicate a complex and diverse role of TnC, and especially FnD, in the ongoing inflammation after
injury and the spatiotemporal organization of the injury region.

Key words: tenascin-C, fibronectin type Il1-like domain D, glial scar, astrocytes, microglia, spinal
cord, neuroinflammation, cell cultures

Scientific filed: Biological sciences

Narrow scientific field: Neurobiology
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1. Uvod

1.1 Povrede nervnog sistema

Povrede nervnog sistema se Cesto kategorizuju na osnovu mesta oste¢enja kao povrede mozga,
ki¢mene mozdine i perifernog nervnog sistema. Povrede mogu biti prema poreklu traumatske, nastale
usled akutnog eksternog fizickog uticaja i netraumatske koje su posledica akutnog ili hroni¢nog
procesa bolesti kao §to su tumori, infekcije, autoimunske bolesti i degeneracija (Ahuja et al.,
2017).Traumatske povrede kicmene mozdine se ¢es¢e desavaju kod muskaraca (oko 80%) (Y. Chen
et al., 2016) i to naj¢esc¢e u periodu od 15. do 29. godine Zivota, a neSto manje su ucestale kod ljudi
posle 50. godine, mada incidenca u ovoj drugoj starosnoj grupi raste kako raste i generalna starost
populacije (van den Berg et al., 2010). Tesko je proceniti incidencu povreda u Citavom svetu jer za
dosta regiona ne postoje pouzdani podaci, ali visoke stope su zabelezene u razvijenim delovima sveta
usled visokih stopa kriminala i samopovredivanja (Cripps et al., 2011). Neki podaci ukazuju da se
godisnje zabelezi i do 130 000 novih slucajeva (Thuret et al., 2006). Najveci broj traumatskih povreda
ki¢mene mozdine nastaje usled saobra¢ajnih nesreca (oko 40%) (Y. Chen et al., 2016). Na drugom
mestu su padovi (oko 30%), potom sportske povrede (10-20%), nasilni ¢inovi (oko 15%),
medicinski/hirurski zahvati (oko 5%) (Lenehan et al., 2012). Sveukupno, kada je re¢ o povredama
ki¢mene mozdine, najcesce je pogoden cervikalni (oko 60%), potom torakalni (oko 30%) 1 na kraju
lumbosakralni region (oko 10%) (Y. Chen et al., 2016).

Iako konstantno raste stopa prezivljavanja nakon povreda generalno, zivotni vek pacijenata je
ipak znatno kraci, a smrtni ishodi su 1 dalje ucestaliji u odnosu na zdrave ljude istih godina. Stopa
smrtnosti zavisi od teZine povrede kao i od regiona, a najveca je u akutnim fazama tokom perioda
hospitalizacije (Krause et al., 1997).

Osim zdravstvenog problema za pojedinca, povrede ki¢cmene mozdine predstavljaju, ozbiljan
socioekonomski problem, a ogromne sume se izdvajaju i za prevenciju kao i za razvoj efektivnih
terapija (Ahuja et al., 2017). U ekonomski razvijenijim regionima troskovi hospitalizacije,
rehabilitacije kao i dalji doZivotni medicinski troSkovi su u rangu desetina miliona dolara (Fehlings
& Nguyen, 2010).

1.1.2 Mehanizmi i patofiziologija povrede

Traumatske povrede nervnog tkiva mogu biti fokalne i difuzne, a njihov nastanak podrazumeva
dve faze: primarno mehanic¢ko oStecenje koje nastaje u samom trenutku udara i na koje se ne moze
mnogo uticati i sekundarnu odlozenu povredu koja podrazumeva sve naredne procese i koja je
podlozna terapeutskim intervencijama (Werner & Engelhard, 2007).

Bioloski odgovori na povredu su podeljeni u tri faze koje prate razlicite ali delimi¢no vremenski
preklapajuée sekvence: akutnu (od prvih par sekundi i minuta pa do 48h), subakutnu (2-14 dana), i
hroni¢nu fazu (vise meseci ili godina) (Ahuja et al., 2017; Oyinbo, 2011). Osnovne karakteristike
faza povrede su date u Tabeli 1, a graficki prikaz faza je dat na Slici 1.

U toku inicijalne povrede dolazi do mehanickog strukturnog oStec¢enja nervnog tkiva u vidu
kontuzija, razderotina, kompresije, a u slu¢aju kicmene mozdine ¢ak i potpunog prekida, pra¢enih
direktnim narusavanjem lokalnog metabolizama i protoka krvi (Bramlett & Dietrich, 2004; Dewitt &
Prough, 2003). Potom se ostecenje kaskadom procesa Siri u vidu sekundarne povrede (Ahuja et al.,
2017; Werner & Engelhard, 2007).

U sekundarnoj fazi povrede se prvenstveno razvija stanje nalik ishemiji (Coles et al., 2004) koje
Cesto pogorsava ishod, a moze dovesti i do vegetativnog stanja ili smrti (Bouma et al., 1992; Inoue et
al., 2005). Osim ishemije, moze do¢i i do hiperperfuzije koja finalno dovodi do povecanja pritiska.



Oba stanja se procenjuju u odnosu na tkivnu potrosnju kiseonika i predstavljaju neuskladenost izmedu
lokalnog protoka krvi i metabolizma (Werner & Engelhard, 2007).

Tabela 1. Glavne karakteristike tri faze povrede kicmene mozdine. Svetloplave zone oznacavaju

preklapajucée procese u razli¢itim fazama. Preuzeto i izmenjeno (Oyinbo, 2011).

Akutna faza

Sub-akutna faza

Hronic¢na faza

Sistemska hipotenzija i spinalni Sok
Vazospazam

Celijska smrt usled direktne povrede
Ishemija

Edem

Narusena homeostaza jona
Akumulacija neurotransmitera
Narusenost ¢elijske membrane

Vazospazam

Celijska smrt usled direktne povrede
Ishemija

Edem

Narusena homeostaza jona
Glutamatna ekscitotoksi¢nost
Narusenost ¢elijske membrane i

njene permeabilnosti

Produkcija slobodnih radikala
Lipidna peroksidacija

Visak azot oksida

Blokada provodljivosti

Visak noradrenalina

Energetski pad i smanjenje ATP
Infiltracija  imunskih  celija i
oslobadanje citokina

Celijska smrt usled inflamacije
Inhibitorni faktori rasta neurita
Kompresija vertebri/nestabilnost
ki¢émenog stuba
Demijelinizacija
aksona
Apoptoza
Inicijacija centralne kavitacije
Pocetak astroglijalnog oziljka

funkcionalnih | Nastavak demijelinizacije

Nastavak apoptoze

Nastavak centralne kavitacije
Glijalni oziljak/formiranje sirinksa
Promene jonskih kanala i receptora
Regenerativni  procesi, ukljucujuéi
razrastanje neurita

Narus§enost nervnih mreza
Siringomielija

Pad metabolicke aktivnosti je usko vezan sa stepenom tezine primarne povrede, a opseg u kom
se javlja bitno utice na stepen oporavka (Wu et al., 2004). Nakon traumatskih povreda mozga
primecen je porast anaerobnog razlaganja glukoze glikolizom, kako bi se nadomestili nivoi adenozin
trifosfata (ATP), neophodni za pokusaj ponovnog uspostavljanja jonskih i neurohemijskih gradijenata
(Jalloh et al., 2015). U ovom putu metabolizma glukoze do piruvata nastaje i laktat za koji je dobro
poznato da je povisen nakon traumatskih povreda mozga, a visoki nivoi laktata i odnosa laktat/piruvat
u povredama su Cesto asocirani i sa loSom prognozom oporavka (Carpenter et al., 2015). Anaerobni
metabolizam nije dovoljan da potkrepi metaboli¢ke potrebe tkiva usled ¢ega dolazi do praZznjenja
ATP skladista i posledi¢nog prestanka rada membranskih ATPaznih pumpi (Ahuja et al., 2017; Jalloh
etal., 2015; Werner & Engelhard, 2007). Redukcija metabolizma tokom primarne povrede dovodi do
disfunkcije mitohondrija, smanjenja respiratorne stope i produkcije ATP kao i poveéanja Ca?* u
mitohodnrijama (Verweij et al., 2000).

Usled povecane propustljivosti membrana celija, brojni joni 1 proteini prelaze u vancelijski
prostor §to sa sobom povlac¢i akumulaciju vode i nastanak edema kojima se pojacava kompresija tkiva
i dalje Siri povreda (Choo et al., 2007; Unterberg et al., 2004; Werner & Engelhard, 2007). Osim u
vancelijskom prostoru, citotoksi¢ni edemi se formiraju i u samim ¢elijama, neuronima, astrocitima,
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mikrogliji u pokusaju reapsorpcije osmotski aktivnih rastvorenih

Unterberg et al., 2004).
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Slika 1. Patofiziologija traumatske povrede kicmene moZdine. a) Inicijalna mehanicka trauma kicmene mozdine
pokrece kaskadu sekundarne povrede koja je karakterisana akutnom fazom (0-48h posle povrede) i odlikuje je edem,
krvarenje, ishemija, infiltracija inflamatornih ¢elija, oslobadanje citotoksi¢nih produkata i ¢elijska smrt. Ova sekundarna
povreda vodi nekrozi i/ili apopotozi neurona i glijalnih Celija, kao $to su oligodendrociti, koja moze voditi demijelinizaciji
i gubitku nervnih mreza. b) U subakutnoj fazi (2-14 dana posle povrede), desava se dalji razvoj ishemije usled razvoja
edema, tromboze krvnih sudova i vazospazma. Kontinuirana infiltracija inflamatornih ¢elija dovodi do ¢Celijske smrti,
formiraju se cistiéne mikrokavitacije usled oste¢enja Celija i vanéelijske arhitekture ki¢mene mozZdine. Dodatno, astrociti
proliferi$u i deponuju molekule ECM u region oko lezije. ¢) U intermedijernoj i hroni¢noj fazi (vise meseci ili godina),
degeneracija aksona se nastavlja i glijalni oZiljak sazreva i postaje potentan inhibitor regeneracije. Cistiéne kavitacije se
spajaju i ograni¢avaju ponovni rast aksona i migraciju ¢elija. Preuzeto i izmenjeno(Ahuja et al., 2017).

Patofizioloska kaskada procesa dovodi finalno do depolarizacije membrane neurona i
preteranog lucenja ekscitatornih neurotransmitera kao $to su glutamat i aspartat, koji ne bivaju
dovoljno efikasno uklonjeni od strane astrocita i aktiviraju N-metil-D-aspartat (NMDA), a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropioniska kiselina (AMPA) i voltazno zavisne Ca?* i Na* kanale
(Cheng et al., 2012; Liu et al., 2015; Wang et al., 2014; Werner & Engelhard, 2007).

Ca?* i Na' influks dovodi do kataboli¢kih unutaréelijskih procesa. Ca?" aktivira lipidne
peroksidaze, proteaze, fosfolipaze koje potom povecavaju unutarcelularne koncentracije slobodnih
masnih kiselina i slobodnih radikala. Dodatno, aktivacijom kaspaza, translokaza i endonukleaza,
nastaju progresivne stukturne promene membrana i jedarne DNK u vidu fragmentacije i inhibicije
mehanizamareparacije. Sveukupno ovi dogadaji dovode do razgradnje membrane ¢elija i vaskularnih
struktura i finalno do nekroze i apopotoze (Werner & Engelhard, 2007).

Usled povrede krvnih sudova dolazi do masivnog influksa inflamatornih ¢elija kao S§to su
makrofagi, neutrofili i limfociti koji se u ovom regionu zadrzavaju dugo nakon povrede, potom
citokina i vazoaktivnih peptida (LaPlaca et al., 2007; Pineau & Lacroix, 2007).

Nadalje, nekroza neurona i glije usled ishemije, inflamacija i ekscitotoksi¢nosti, oslobadanje
ATP, DNK i kalijuma aktivira mikrogliju. ATP Kkoji se oslobada iz oStecenih ¢elija deluje na purinske
receptore i dovodi do hemotakse mikrolije u region povrede (Davalos et al., 2005). Aktivirana
mikroglija pored drugih inflamatornih ¢elija kao §to su aktivirani makrofagi, polimorfonuklearne
¢elije 1 limfociti, se infiltrira u povredu gde ove ¢elije propagiraju inflamatorni odgovor i doprinose
daljem razvoju apoptoze neurona i oligodendrocita(Hausmann, 2003). Fagocitarne inflamatorne
¢elije ras¢iscavaju mijelinski debris, ali istovremeno doprinose daljem Sirenju povrede oslobadanjem
citotoksi¢nih sporednih produkata kao $to su slobodni radikali (O2", vodonik-peroksid i peroksinitrit)
(Dizdaroglu et al., 2002). Reaktivne kiseoni¢ne vrste izazivaju lipidnu peroksidaciju, oksidativna
oste¢enja DNK i oksidaciju proteina, $to dalje dovodi do nekroze i apoptoze (Ahuja et al., 2017).

Razli¢iti molekuli poreklom od produkata mijelinske razgradnje su toksi¢ni i inhibitorni za
oporavak neurona. Medu njima su Nogo A, glikoprotein vezan za mijelin (engl. myelin-associated
glycoprotein, MAG) i oligodendrocitni mijelinski glikoprotein (Omgp). Nogo A je potentni inhibitor
neuralne plasticnosti 1 regeneracije jer sprecava aksone da premoste region povrede (Schwab &
Strittmatter, 2014). Porast ekspresije hondroitin sulfat proteoglikana (engl. chondroitin sulfate
proteoglycan, CSPG) od strane reaktivne glije takode smanjuje plasti¢nost (Bradbury & Burnside,
2019).

Kako akutni inflamatorni odgovor jenjava, javljaju se pokusSaji remijelinizacije, vaskularne
reorganizacije, remodelovanje vancelijskog matriksa (ECM) i neuralnih mreza (Kwon et al., 2004).

U regionima u kojima je doslo do smrti velikog broja ¢elija nastaju cisti¢ne Supljine odnosno
kavitacije ispunjene vancelijskom tecnos$¢u, filamentima vezivnog tkiva i makrofagima koje
uglavnom inhibiraju izrastanje aksona i migraciju ¢elija (C. Zhang et al., 2015). Progresivna cisti¢na
Supljina nastaje u danima i nedeljama nakon povrede i biva inkapsulirana oziljnim tkivom dostizuci
Cesto 1 nekoliko puta vece dimenzije nego $to je inicijalna lezija (Fehlings & Nguyen, 2010; Rossignol
etal., 2007).



1.2 Glijalni oziljak

lako se uvek govori o glijalnom oziljku, u tom procesu u¢estvuje mnogo ¢elijskih i vanéelijskih
komponenti. Ozilja¢no tkivo se u povredi formira u cilju ogranicavanja regiona povrede, pokusaja
ponovnog uspostavljanja homeostaze kao i predasnjih funkcija, $to se u sluc¢aju veéine tkiva i organa
u odredenom stepenu i postiZze, osim u nervnom sistemu koga nakon povrede odlikuju uglavnom
hroni¢ni patoloski procesi (Wells & Watt, 2018). Ovo posebno vazi za ki¢menu mozdinu, koju
odlikuje najmanja efikasnost u reparaciji i najvec¢e patoloske promene, zbog fenotipskih razlika
ukljucenih ¢elijskih tipova, povecane ekspresije inflamatornih citokina, leukocita koji ubrzavaju i Sire
povredu, vece astroglioze i razlika u ECM (Bradbury & Burnside, 2019; B. Zhang & Gensel, 2014).

Regioni povrede su vrlo heterogeni i moze se govoriti bar o tri odeljka: stromalno jezro povrede,
astrocitni oziljni sloj u grani¢nom regionu i preostalo reaktivno neoste¢eno nervno tkivo (O’Shea et
al., 2017). Celijski i vanéelijski sastav oZiljka u povredi ki¢mene mozdine je prikazan na Slici 2.

Jezgro povrede

Nakon inicijalne povrede nastaju velike koli¢ine ¢elijskog debrisa koji mora biti uklonjen jer
sadrzi 1 toksi¢ne komponente koje dalje prolongiraju Stetu. Astrociti 1 mikroglija zapocinju
momentalno uklanjanje ali kako imaju ogranicen fagocitarni kapacitet privlace inflamatorne celije iz
Krvi sintezom razli¢itih faktora (Hawkins & Devitt, 2013). Stromalne Celije nastale od perivaskularnih
fibroblasta, meningealni fibroblasti i periciti proliferiSu, meSaju se sa endotelnim progenitorima,
novonastalim krvnim sudovima, kao i fibrocitima, makrofagima, neutrofilima, limfocitima i drugim
leukocitima koje dolaze iz krvotoka i komponentama ECM (O’Shea et al., 2017; Soderblom et al.,
2013). Kako se polako debris uklanja i ¢elije poreklom iz krvi se povlace, jezgro sazreva i tada ga
sacinjavaju uglavom neneuralne stromalne ¢éelije i molekuli ECM kao §to su fibronektin, kolagen,
proteoglikani i laminini (Burda & Sofroniew, 2014). Ovaj centralni region, ranije ¢esto nazivan
fibrozni, mezenhimalni ili stromalni oziljak, moze ¢initi viSe malih klastera, ali 1 velikih regiona od
po par centimetara kod ¢oveka.

Astrocitna grani¢na zona

Oko jezgra povrede, u periodu od par dana do treée nedelje od povrede, proliferacijom i
migracijom astrocita i preplitanjem njihovih nastavaka formira se grani¢ni sloj astrocita koji odvajaju
okolno neostec¢eno tkivo (Wanner et al., 2013). Njihova uloga je stukturno i funkcionalno sli¢na glia
limitans grani¢noj zoni duz meningi i krvnih sudova u zdravom tkivu centralnog nervnog sistema
(CNS) gde odvajaju neuralno od neneuralnog tkiva (O’Shea et al., 2017; Sofroniew, 2015). Ovaj sloj
je vrlo uzak, debljine od nekoliko ¢elija, i pored reaktivnih astrocita a u ovom sloju se mogu nacéi i
reaktivne progenitorske celije oligodendrocita (engl. oligodendrocyte progenitor cells, OPC) koje
eksprimiraju hondroitin sulfatni proteoglikan 4, poznat i kao neuron/glijalni antigen 2 (NG2)
(Sofroniew, 2018).

Reaktivno okolno nervno tkivo

Na astrocitni oziljak se nadovezuje Sirok region nepogoden povredom, ali reaktivnog nervnog
tkiva u kome dolazi do znacajne reorganizacije sinapsi. U ovom regionu su reaktivni astrociti,
mikroglija, NG2-OPC, a stepen hipertrofije celija opada sa udaljavanjem od povrede(Burda &
Sofroniew, 2014). Hipertrofi¢ni reaktivni astrociti u ovom sloju se veoma razlikuju od astrocita u
ozilja¢noj zoni i fenotipski i funkcionalno (Khakh & Sofroniew, 2015).
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Slika 2. Celijski i vanéelijski sastav oZiljka u povredi kiémene mozdine. Traumatska povreda ki¢mene mozdine
pokrec¢e kompleksnu kaskadu dogadaja koja kulminira formiranjem oziljka koji se sastoji od brojnih ¢elijskih tipova kao
i vancelijskih i neneuronalnih komponenti. a) U akutnoj fazi posle povrede (0-48h), ¢elijska smrt i oStecenje vode do
oslobadanja velikog broja DAMP iz ¢elija i krvi. DAMP su potentni aktivirajuéi i inflamatorni stimulus stromalnih ¢elija,
astrocita, NG2* OPC i mikroglije. Fibroblasti perivaskulanorg porekla proliferiSu. Aktivirane celije povecavaju
deponovanje molekula ECM poput CSPG i matriksa poreklom iz strome. Neutrofili i monociti iz cirkulacije bivaju
regrutovani i njihova relativna ekspresija citokina, hemokina i matriksnih metaloproteinaza je oblikovana okruzenjem
koje se formira tokom rane povrede i formira se i antiinflamatorni (engl. pro-resolving) i dominantni proinflamatorni
fenotip. b) U oziljku u hroni¢noj povredi, makrofage/mikroglija poreklom od monocita zadobija predominantno
proinflamatorni fenotip. Umesto ulaska u fazu razresenja, ¢elije urodenog imunskog sistema prezentuju veliki broj DAMP
¢elijama adaptivnog imunskog sistema u cirkulaciji i patologija se S$iri. Reaktivni astrociti postaju hipertrofi¢ni,
poveéavaju ekspresiju proteina povezanih sa intermedijarnim filamentima i oslobadaju matriksne CSPG. Fibroblasti
doprinose remodelovanju fibroti¢nog tkiva i deponovanje matriksa poreklom iz strome. Urodene imunske ¢elije gube
sposobnost da efektivno obrade ¢éelijski i matriksni debris i postaju kao lipidima bogate penaste ¢elije. Reaktivni astrociti
koji formiraju oZiljak se organizuju u strukturu nalik barijeri koja odvaja okolno tkivo od centralnog regiona inflamacije
i fibroze gde zaceljivanje ne uspeva. U vecini sisarskih vrsta, razvija se hroni¢na cisti¢na kavitacija. Valerova degeneracija
ostecenih aksonskih projekcija doprinosi kontinuiranom vancelijskom deponovanju aksonskog i mijelinskog debrisa, koje
ne biva procesuirano od strane imunskih ¢elija i zajedno sa CSPG dugotrajno inhibira regeneraciju neurona i
neuroplasti¢nost. Preuzeto i izmenjeno (Bradbury & Burnside, 2019).

1.2.1 Celijske komponente oZiljka

Astrociti

Astrociti su prisutni u svim regionima CNS, a prema morfologiji se ugrubo mogu svrstati u
protoplazmatske, prisutne u sivoj masi gde obuhvataju nastavcima sinapse ili fibrozne lokalizovane
uglavnom u beloj masi gde prave kontakte sa Ranvijeovim ¢vorovima (Sofroniew & Vinters, 2010).
Oba tipa astrocita ostvaruju kontakt sa krvnim sudovima, u zdravnhom CNS imaju nepreklapajuce
¢elijske domene, a nastavcima, preko pukotinastih veza formiraju funkcionalni sincicijum
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(Nedergaard et al., 2003). Odlikuje ih postojanje specifi¢nih kalcijumskih talasa koji se smatraju
pandanom akcionim potncijalima u neuronima u kontekstu komunikacije kako astrocita medusobno
tako i sa neuronima (Nedergaard et al., 2003; Sofroniew & Vinters, 2010; Volterra & Meldolesi,
2005).

Tokom razvi¢a imaju ulogu u navodenu aksona, neophodni su za nastanak funkcionalnih
sinapsi, a utiu i na proces sinaptickog orezivanja(Barres, 2008; Powell & Geller, 1999; Ullian et al.,
2001). Astrociti uti¢u i na promenu dijametra krvnih sudova i to u skladu sa promenama neuronske
aktivnosti, a odrzavaju i homeostazu jona, pH, transmitera kao i vodeni balans CNS (Gordon et al.,
2007; Wolf & Kirchhoff, 2008). Preuzimaju transmitere iz sinapticke pukotine, a takode otpustaju
gliotransmitere kao $to su glutamat, purini, y-aminobuternu kiselinu (GABA) i D-serin uti¢u¢i na
samu sinapsu usled ¢ega je skovan inicijalno termin tripartitna, a u novije vreme i pentapartitna
sinapsa (Araque et al., 1999; Semyanov & Verkhratsky, 2021). Na sinapsu uti¢u i oslobadanjem
neurosteroida kao §to su estradiol i progesteron, a uti¢u i na metabolizam CNS kao glavni depoi
glikogena posebno u sinapticki gustim regionima CNS (Sofroniew & Vinters, 2010).

U odgovoru na patoloska stanja astrociti postaju i prolaze kroz promene u genskoj ekspresiji,
morfoloskim i funkcionalnim svojstvima, §to se kolektivno naziva astroglioza (Sofroniew & Vinters,
2010). Moze se napraviti opsta podela na tri kategorije astroglioze, mada je zapravo re¢ o Citavom
kontinuumu procesa i promena (Sofroniew & Vinters, 2010). Blaga do umerena astroglioza se javlja
pri blagim povredama bez penetracije tkiva ili u regionima udaljenim od fokalne povrede i ne dovodi
do promena ekspresije kiselog glijalnog fibrilarnog proteina (GFAP), hipertrofije ¢elijskog tela i
nastavaka, gubitka domena pojedinacnih ¢elija kao i proliferacije (Sofroniew, 2009; Wilhelmsson et
al., 2006). Teska difuzna reaktivna glioza dovodi do dugotrajne reorganizacije tkiva u regionima Kkoji
okruzuju teske fokalne lezije, a dovodi do znacajnog povecanja ekspresije GFAP, proliferacije,
naglaSene hipertrofije tela i nastavaka i njihovog preplitanja, ali bez formiranja guste barijere kao u
glijalnom oziljku (Sofroniew & Vinters, 2010). Teska reaktivna astroglioza sa kompaktnim glijalnim
oziljkom se javlja kao dugotrajna promena usled penetriraju¢ih trauma, sa naglasenim povecanjem
eksrpesije GFAP i drugih gena, jakom hipertrofijom tela i nastavaka, izrazenim preplitanjem i
gubitkom celijskih domena, veoma povecanom proliferacijom 1 formiranjem kompaktnog oziljka
(Sofroniew & Vinters, 2010). Na ovaj nacin se duz granice nekrotinog tkiva formira
neuroprotektivna barijera u kojoj reaktivni astrociti interaguju sa drugim tipovima ¢elija i dolazi do
depozicije gustog kolagenskog matriksa koji sadrzi razlicite faktore koji inhibiraju razrastanje neurita
i migraciju ¢elija (Faulkner et al., 2004; Silver & Miller, 2004). Molekularni okidaci reaktivne glioze
su polipeptidni faktori rasta kao §to su interleukin 6 (IL-6), inhibitorni faktor leukemije (LIF), cilijarni
neurotrofni faktor (CNTF), faktor nekroze tumora o (TNF-a), interferon y (INF-y), IL-1, IL-10,
transformisuci faktor rasta B (TGF-B), faktor rasta fiborblasta 2 (FGF-2), potom ligandi Toll-like
receptora (TLR), neurotransmiteri kao $to su glutamate i noradrenalin, purini, raktivne kiseoni¢ne
vrste, hipoksija i glukozna deprivacija (Sofroniew & Vinters, 2010).

Treba istac¢i da je GFAP dugo smatran glavnim markerom astrocita, a i inidikatorom njihove
reaktivnosti (Eng et al., 2000). Medutim njegova ekspresija variria i lokalno i regionalno i ¢esto se ni
ne detektuje u astrocitima zdravog CNS ili regionima udaljenim od povreda (Sofroniew, 2009).
Pokazano je da ekspresija GFAP nije ni nuZna za normalno funkcionisanje astrocita u zdravom CNS
u eksperimentima na transgenim miSevima, ali da jeste neophodna za proces reaktivne glioze 1
formiranje glijalnog oziljka (Pekny & Pekna, 2004). U novije vreme se kao dodatni markeri
reaktivnosti astrocita koriste 1 glutamin sintetaze 1 S1008, mada oni nisu ekskluzivno prisutni u
astrocitima, a pokazuje se da dobar marker svih astrocta, pa i u zdravom tkivu je Aldh1L1(Goncalves
et al., 2008).

Rezidentna mikroglija i ¢elije urodenog i steCenog imuniteta

Mikroglija predstavlja imunske ¢elije nervog sistema. Dugo se smatralo da su poreklom do
monocita iz krvi, medutim u skorije vreme se pokazuje da zajedno sa tkivnim makrofagima imaju
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odvojeno poreklo od ¢elija krvi (Li & Barres, 2018). Mikroglijalne ¢elije ¢ine 5-10 % celija CNS i
predstavljaju parenhimalne makrofage, a zajedno sa perivaskularnim, meningealnim i makrofagima
horoidnog pleksusa nadledaju ceo CNS svojim ramifikovanim nastavcima (Frost & Schafer, 2016;
Prinz et al., 2017). Tokom razvi¢a je intenzivno ukljuena u remodelovanje sinapsi i njhovo
sazrevanje (Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 2012). Mikroglija eksprimira izmedu ostalog
komponente sistema komplementa kao S$to su komponenta komplementa 1q (Clq), receptori
komplementa CR3, CRS5 koji obelezavaju odredene sinapse za uklanjanje od strane mikroglije
(Stephan et al., 2012). Mikroglija takode fagocituje mrtve ili oStecene Celije kako tokom razvica tako
i u adultnom periodu (Li & Barres, 2018). ATP nastao aktivnosc¢u drugih ¢elija kao $to su neuroni ili
astrociti, a i u slucaju patoloskih stanja deluje na purinergicki receptor P2Y 12 na mikrogliji Sto dovodi
do brze promene njene morfologije, pokretljivosti i na kraju funkcije (Davalos et al., 2005; Haynes
et al., 2006; Schafer et al., 2012) .

U patoloskim uslovima su prvi tip ¢elija koji reaguje u kaskadi reakcija nakon povrede (Bellver-
Landete et al., 2019; David & Kroner, 2011). U roku od 24h monociti bivaju regrutovani iz krvotoka
u region povrede gde pod uticajem razli¢itth DAMP postaju inflamatorni makrofagi, dok se
rezidentna mikroglija takode aktivira i morfoloski ova dva tipa ¢elija postaju vrlo sli¢ni. Mogu se
razlikovati na osnovu ekspresije komponente komplementa 45 (CD45), a u novije vreme i na osnovu
ekspresije specificnih markera za mikrogliju, kao $to su transmembranski protein 119 (Tmem119),
P2Y12R i FCRLS (engl. Fc receptor-like S, scavenger receptor) (Bennett et al., 2016; Bradbury &
Burnside, 2019). Tokom prve nedelje od povrede mikroglija dostize maksimum porliferacije i tada
ucestvuju intenzivno u inflamatornom odgovoru, fagocitozi debrisa, odrzavanju aktiviranog fenotipa
astrocita otpustanjem citokina kao §to su faktor nekroze tumora a (TNF-a), interleukin 1B (IL-1p),
IL-6, IL-12, koji dodatno mobilizuju lokalne i ¢elije poreklom iz krvi da fagocituju debris i uti¢u na
razvoj inflamatornog fenotipa svih ¢elija u regionu povrede(Bellver-Landete et al., 2019; Bradbury
& Burnside, 2019). Aktivirana mikroglija u regionu povrede takode produkuje reaktivne kiseoni¢ne
i azotne vrste, a klju¢ni enzim u ovom procesu je inducibilna azot oksid sintetaza (INOS) koja koristi
arginin u produkciji azot oksida (Cherry et al., 2014).

Za razliku od povreda u drugim tkivima, ovde ne dolazi do efektivne faze rezolucije, vec
aktivirane Celije ostaju neodredeno vreme U regionu povrede, a aktivirana mikroglija znacajno
doprinosi razvoju hroni¢nog neuropatskog bola (G. Chen et al., 2018; Priss et al., 2011).

Fibroblasti

U fizioloSkim uslovima u CNS C¢elije nalik fibroblastima su prisutne uglavnom samo u nivou
bazalne lamine. U toku povrede ove celije proliferiSu od meningealnih, perivaskularnih celija i
odredenih podtipova pericita i po¢inju intenzivno da luce i deponuju komponente ECM i ti stromalni
elementi kasnije ¢ine takozvano fibrozno jezgro povrede koje je barijera za regeneraciju neurona i
migraciju Celija, a od ostalog tkiva je odeljeno astrocitnim oziljkom(Bradbury & Burnside, 2019;
Soderblom et al., 2013) .

Oligodendrocitne prekursorske Celije

U grani¢nom regionu povrede pocinju da proliferiSu i zadobijaju reaktivni fenotip i NG2
pozitivne OPC (Hackett & Lee, 2016; Levine, 2016). S jedne strane one doprinose pokusaju
remijelinizacije kroz oligodendrogenezu ili diferencijaciju u remijelinizujeée Svanove éelije, a s
druge mogu da hipertrofiraju i povecéaju ekspresiju NG2 za koji se smatra da deluje inhibitorno na
oporavak neurona (Assinck et al., 2017; Bartus et al., 2019; Filous et al., 2014; Hesp et al., 2015).

Astrociti, OPC, mikroglija, infiltrirane imunske celije kontinuirano uti¢u jedne na druge u
regionu povrede. Perivaskularni astrociti su svojim zavr$nim stopalima (engl. endfeet) deo endotelne
krvno-tkivne barijere i reguliSu na taj nacin stepen ulaska leukocita. Astrocitna ekspresija Socs3 i
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jedarnog faktora kB (NF-kB) dovodi po povecéane infiltracije monocita, a takode astrociti sintetisu i
citokine kao $to su IL-6, IL-1p, ligand (C-C motiva) hemokina 2 (engl. C-C motif chemokine ligand
2, CCL2) za koje postoje receptori na mikrogliji i makrofagima preko kojih se potencira njhov pro-
inflamatorni fenotip, dok s druge strane imunske celije lu¢e IFN-y, IL-6, IL-1B, TNF-a i time
promovisu reaktivni fenotip kod astrocita (Liddelow et al., 2017; Sofroniew, 2009).
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Slika 3. Od povrede do oZiljka: vremenski tok progresivne patologije oZiljka pokazuje veze izmedu razlicitih
komponenti oziljka u povredi ki¢mene moZdine. Nakon traumatske povrede ki¢mene mozdine, akutno oSte¢enje i smrt
¢elija pokreée oslobadanje ¢elijskih i krvnih DAMP, oslobadanje ATP, naru$ava homeostazu jona, izaziva oksidativni
stres i ekscitotoski¢nost. Sve su to potentni stimulusi za aktivaciju glije, proliferaciju stromalnih ¢elija, deponovanje ECM
i regrutovanje urodenih imunskih ¢éelija iz krvotoka. U toku nekoliko dana nakon povrede, makrofagi/mikroglija poreklom
od monocita zadobijaju predominantno proinflamatorni fenotip koji ne favorizuje razreSenje i remodelovanje tkiva i vodi
fibrozi. Proinflamatorne ¢elije urodenog imunskog sitema takode prezentuju DAMP antigene (kao $to je MBP) T i B
¢elijama. Za uzvrat, B ¢elije mogu predstaviti antigene T ¢elijama, tako pokreéuci njihovo Sirenje. Tokom ovog vremena,
astrociti proliferisu, hipertrofiraju i preklapaju se u cilju izolacije zone povrede od ostatka tkiva. Oni oslobadaju matriksne
CSPG za koje je poznato sa smanjuju neuronsku plasti¢nost. Valerova degeneracija aksona doprinosi kontinuiranom
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deponovanju aksonskog i mijelinskog debrisa koji ne biva efektivno uklonjen od strane imunskih ¢elija i ve¢ dovodi do
deponovanja mijelinskih molekula (MAG, Nogo, OMgp) za koje je poznato da inhibiraju ponovni rast neurona. VValerova
degeneracija tokom kasnijih faza nakon povrede pokreée gliozu i neuroinflamaciju. Isprekidane sive strelice pokazuju
najCesce dvosmernu interakciju razlicitih komponenti oziljka. Na primer, smatra se da CSPG oslobodeni od strane
reaktivnih astrocita aktiviraju receptore na makrofagima/mikrogliji i indukuju proinflamatorni fenotip $to vodi povec¢anju
inflamacije i daljoj reaktivaciji astrocita i deponovanju CSPG. Fibroblasti sintetiSu kolagen tipa 1, koji indukuje
astrogliozu i dalje deponovanje molekula matriksa. Interakcija izmedu urodenog i adaptivnog imunskog odgovora takode
propagira inflamatornu patologiju i uti¢e na aktivaciju glije i produkciju CSPG. Dinamicne interakcije izmedu
inflamacije, remodelovanja tkiva i ECM i reaktivnih ¢elijskih i vanéelijskih promena dovodi do progresivne i razvijajuce
patologije koja kulminira formiranjem oZiljka. Preuzeto i izmenjeno iz (Bradbury & Burnside, 2019).

1.3 Vanéelijski matriks

Vancelijski matriks CNS c¢ine glikozaminoglikani (hijaluronan), proteoglikani lektikanse
familije (neurokan, brevikan, versikan, agrekan), glikoproteini (tenascini) i fibrozni proteini (kolagen,
fibronektin i vitronektin)(Lam et al., 2019). Proteoglikani su makromolekuli koji sadrze srzni protein
za koga je vezano vise glikozaminoglikanskih lanaca (GAG). GAG ukljucuju hijaluronan, hondroitin,
dermatan, heparan i keratan sulfate, a u formiranju proteoglikana ucestvuju svi sem hijaluronana.
Hondroitin sulfat proteoglikani (CSPG) su najzastupljeniji u CNS i obuhvataju neurokan, brevikan,
versikan, agrekan (Vecino & Kwok, 2016).

Nakon povrede rezidentne glijalne i stromalne ¢elije pocinju da sintetiSu komponente matriksa
I vancelijske DAMP, $to inace nije njihova fizioloska uloga (Bradbury & Burnside, 2019). Fibrozni
matriks premoscuje ozledeni region pogotovo u slucaju potpunog prekida kontinuiteta tkiva.
Kolagenski matriks poreklom od fibroblasta je takode bitna komponenta novog ECM(Klapka &
Muller, 2006). Bazalna lamina se uspostavlja depozicijom kolagena VI, nidogena, fibronektina i
laminina koji se smatraju permisivnim molekulima za neurone, ali fibronektin, teneascin C i
hijaluronan takode predstavalju molekularne obrasce povezane sa oste¢enjima (DAMP) u povredi
(Bradbury & Burnside, 2019).

1.3.1 Tenascin

Tenascini su familija glikoproteina ECM koji su evoluirali u ranim hordatima i sadrze Cetiri
¢lana: tenascin-C (TnC), tenascin-R (TnR), tenascin-X (TnX) i tenascin-W (TnW) (Chiquet-
Ehrismann & Tucker, 2011). Eksprimirani su prvenstveno u toku embrionalnog razvoja pogotovo
nervnog, skeletnog i vaskularnog sistema, a potom se u adultom stanju eksprimiraju u tkivima koja
prolaze intezivno remodelovanje usled povreda, regeneracije nerava, involucije tkiva, vaskularnih
bolesti i tumora (Scheetz Jones & Jones, 2000). Zahvaljuju¢i svojoj multimodularnoj organizaciji,
veoma dinami¢noj prostornoj i vremenskoj ekspresiji, kao i sposobnosti da interaguju kako sa drugim
komponentama ECM tako i sa brojnim ¢elijskim receptorima, ostvaruju ogroman dijapazon funkcija
koje su Cesto suprotstavljene.

Ime cele familije predstavlja kombinaciju latinskih reci tenere (drzati) koja je u korenu
engleskog naziva tetiva (engl. tendons) i nascere (roditi se, razvijati se), Sto reflektuje predominantnu
lokaciju i razvojnu fazu ekspresije u periodu kada je protein otkrivan (K. S. Midwood & Orend,
2009). TnC je prvi otkriveni ¢lan, a otkriven je nezavisno u vise studija koje su izucavale razli¢ite
aspekte celija, razvica i tumora pa je izvorno imao vise imena medu kojima su glijalni/mezenhimalni
ECM protein, miotendinozni antigen, J1 glikoprotein, heksabrahion, citotaktin, tenascin i neuronektin
(Scheetz Jones & Jones, 2000). Kako su otkrivani ostali ¢lanovi, dobio je naziv TnC od citotaktin na
osnovu jednog od dominantnih svojstava da posreduje u ¢elijskoj adheziji (Grumet et al., 1985). TnR,
poznat i kao restriktin jer mu je ekspresija veéinski ograni¢ena na nervni sistem sintetiSu uglavnom
oligodendrociti tokom mijelinizacije u toku razvi¢a, a ucestvuje u formiranju i reorganizaciji
perineuralnih mreza u adultnom periodu (Kwok et al., 2011; Scheetz Jones & Jones, 2000). TnX je
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ime dobio jer se tada smatralo da je kodiran nepoznatim genom X, a karakteristican je za poprecno-
prugastu muskulaturu, kozu i nervno tkivo (Scheetz Jones & Jones, 2000). TnY je ortolog TnX, naden
je samo kod ptica i sada predstavlja deo TnX podfamilije(Scheetz Jones & Jones, 2000). Poslednji
¢lan je TnW koji je ime dobio po istrazivacu Weberu koji ga je otkrio (Philipp Weber), a eksprimira
se u kostanom tkivu i glatkim misi¢ima krvnih sudova (Tucker et al., 2006).

1.3.1.1 Struktura TnC polipeptida

Svi ¢lanovi tenascinske familije imaju istu molekulsku arhitekturu (Slika 4). Svaki monomer
graden je od nekoliko domena koji se nastavljaju jedan na drugi. Po¢evsi od N-terminusa monomera
proteina TnC prvi je tenascinski povezuju¢i domen (engl. tenascin assembly domain, TA). Ovaj
domen sadrzi cisteinske ostatke koje posreduju u povezivanju trimera koji potom disulfidnim
mostovima formiraju strukturu heksamera (Erickson, 1993; Taylor et al., 1989). TnC je jedini ¢lan
tenascinske porodice koji formira heksabrahion (Sest monomera tvori simetri¢ni heksamer nazvan
heksabrahion, Slika 4A, B), mada je moguce i formiranje monomera, dok ostali formiraju trimere
(Kammerer et al., 1998).

Potom sledi EGFL (engl. epidermal growth factor-like) domen sa ve¢im brojem epidermalnom
faktoru rasta slicnih linearnihponovaka (roze elipse na slikama 4B, C), koji se sastoje iz 31
aminokiseline sa 6 cisteinskih ostataka kojima se ostvaruju intralancane disulfidne veze. Ovaj domen
ima 13,5 ponovaka kod svih ki¢menjaka, a samo u slucaju sisara 14,5. Ovaj domen je vazan za
migraciju neurona i navodenje aksona tokom perioda razvi¢a(Loers & Schachner, 2007; Scheetz
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Slika 4. Struktura ¢lanova porodice tenascina. a) Mikrografije dva mi§ja TnC heksabrahiona. Svaki krak je
aproksimativno 100 nm duzine. B) Model TnC heksabrahiona. Domen tenascinskog povezivanja (TA) povezuje Sest
lanaca preko heptadnih ponovaka (centralna zelena spojnica). Van heptadnog regiona nalaze se serije cisteinskih rezidua
sa visoko konzervranim prostorom koji se pojavljuje u svim poznatim tenascinskim polipeptidima (sivi pravougaoni deo
ruku). U nastavku, u smeru ka C-terminusu , nalaze se slede¢i domeni: niz EGFL ponovaka (roze elipse), dva tipa FNIII
domena: 1) one koje su konzervirane u svim varijantama TnC (svetlo plavi pravougaonici) i 2) one koji su alternativno
prekrojeni (crveni pravougaonici), i terminalna fibrinogenska glava (zuti krug). C: Sematski dijagrami pet poznatih
tenascina. TnC ima 13 EGFL ponovaka koji su zajednicki za sve ki¢menjacke vrste (roze elipse) i 14. EGFL ponovak
koji je naden u sisarskim vrstama (tamno plava elipsa), FNIII domeni su crveni a FG je zute boje. TnR ima 4.5 EGFL
ponovaka i 8 ili 9 FNIII ponovaka. Dodatni FNIII domen (crveni pravougaonik oznac¢en kao R) je ukrojen na poziciji
koja je porediva sa TnC. Varijacije u TnR polipeptidima se takode deSavaju u TA domenu. Tn-W sadrzi pet FNIII
ponovaka (WA-WD) koji su najsli¢niji jedan drugom. TnX sadri 18.5 EGFL ponovaka i najmanje 33 FNIII ponovka.
TnY sadrzi heptadni ponovak, mali EGFL niz koji sadrzi jednu polovnu, 1 ceo i jos jednu polovinu EGFL ponovka, SPX-
1/2FN-III domen sli¢an onom u TnX, 12 Fnlll ponovaka i fibrinogensku globulu. Jedanaest od 12 Fnlll ponovaka u TnY
(oznaceni YA-YE) su znatno vise srodni sa onima u TnY nego sa FNIII domenima u drugim tenascinima. Medutim, ovaj
poslednji ponovak je slican ponovku 8 iz TnC i TnR. Preuzeto i izmenjeno (Scheetz Jones & Jones, 2000).

Zatim sledi FNIII domen (eng. fibronectin type 1l1) sa 17 ponovaka fibronektin tip 111 koji
zauzimaju najveéi deo monomera sa po 90 amino-kiselina u vidu sedam antiparalelnih B ploca koje
stvaraju elasti¢nu globularnu strukturu, koja moze da se istegne i nekoliko puta u odnosu na inicijalnu
duzinu (Scheetz Jones & Jones, 2000). U ovom regionu se nalaze brojna vezivna mesta za druge
komponente ECM kao i ¢elijske receptore, ali i mesta koja prepoznaju proteoliticki enzimi, na prvom
mestu matriksne metaloproteinaze (MMP) i serin proteaze u procesima remodelovanja ECM (Imai et
al., 1994; Scheetz Jones & Jones, 2000). U okviru FNIII ponovaka postoje konstitutivno eksprimirani
domeni (Fnl-8; plavi pravougaonici na slikama 4B,C) i devet alternativno eksprimiranih domena
(FnA1/2/3/4, B, AD2, ADI1, C, D) koji su smesteni izmedu Fn5 i 6 (Scheetz Jones & Jones, 2000).
Oko 27 razli¢ito spojenih varijanti otkriveno je samo kod miSa u fazi razvic¢a (Joester & Faissner,
1999). U zavisnosti od alternativnog prekrajanja ovog domena, monomer TnC varira izmedu 190 i
300kDa.

Tenascin C u povredi tkiva: inflamacija i oporavak tkiva
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= e : Re-vaskularizacija:
.Qciig;zcui;aa(pozmvan ili negativan efekat) endotelne celije
+ Proliferacija o . Remodevlovanje tkiva: miofibroblasti - Adhezija
. Slntezg matnksa @ozmvan ili negativan efekat) . EMT .  Migracija
« Povezivanje matriksa (nekovalentno) . Mlgracua“ « Sinteza angiogenih faktora
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Slika 5. Tenascin C u povredi tkiva: inflamacija i oporavak tkiva. Na slici je dat Sematski prikaz razli¢itih procesa u
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kojima TnC ucestvuje u tkivima koja prolaze intenzivno remodelovanje usled traume i inflamacije. Preuzeo i izmenjeno
iz (K. S. Midwood et al., 2016).

Na C-termnusu je globula nalik fibrinogenu (fibrinogenska globula, FG; Zuti krug na slikama
4B,C), ovaj region se odlikuje Ca®" vezivnim mestom koje posreduje u interakcijama sa drugim
proteinima. Zbog svog terminalnog polozaja posreduje i u vezivanju za druge komponente ECM 1
¢elijske receptore, a takode moze 1 da moduliSe ve¢ postojecu interakciju drugog domena TnC 1
odredenog proteina (Joester & Faissner, 1999; Loers & Schachner, 2007; Nies et al., 1991; Scheetz
Jones & Jones, 2000).

TnC je visoko eksprimiran u toku embrionalnog razvoja u zonama intenzivne migracije ¢elija i
morfogeneze u vezivnim tkivima u kostima, hrskavicama i tetivama i u nervnom sistemu (Akbareian
et al., 2013; Chiquet, 1992; Giblin & Midwood, 2015; Wiese & Faissner, 2015). U adultnom tkivu
eksprimira se vrlo retko 1 ograniceno, u tkivima izlozenim stalnom pritisku, ispod nekih epitela i u
niSama stem c¢elija (Giblin & Midwood, 2015). Medutim u slucaju trauma i inflamacije njegova
ekspresija vrlo brzo raste (Slika 5) (K. S. Midwood et al., 2016). Takode je primeceno da kod
pacijenata sa viskim nivoima C-reaktivnog proteina (koji je povisen nakon infekcija i inflamacije)
zabelezen je i visoki nivo TnC (SCHENK et al., 1995). Vrlo brzo se pojavljuje nakon mehanickih ili
hemijskih povreda gde ga u velikoj meri sintetiSu stromalne ¢elije, mada i inflamatorni leukociti, ali
1 astrociti, potom u bolestima sa hroni¢énom inflamacijom kao §to je reumatoidni artritis 1 u brojnim
kancerima (Goh et al., 2010; K. S. Midwood et al., 2011; Yoshida et al., 2015).

TnC je visokoregulisani gen §to se ogleda i u ¢injenici da sadrzi TATA boks u promotorskom
regionu, a brojni transkripcioni faktori reguliSu njegovu diferencijalnu ekspresiju u embrionalnom 1
adultnom periodu (Chiovaro et al., 2015). Ekspresiju TnC podsti¢u razli¢iti citokini U procesima
inflamacije, potom SMAD 2 i 3 preko TGF-p, faktora rasta trombocita (engl. platelet-derived growth
factor, PDGF) preko PI3BK—-AKT puta, Delta i Jagged preko Notch puta, a ekspresija je regulisana i u
velikoj meri mehanickim stresom, dok je glukokortikoidi inhibiraju (K. S. Midwood et al., 2016).

Struktura tenascina C

O © 00 .l O O O \/'/
O i Mlt_asta__
citrulinacije
MMP-2 ' Meprin B
Potencijalna mesta glikozilacije e ST
ADAMTS-5 Proteoliticko se¢enje
MMP-7 4 N-vezana mesta glikozilacije 9 O-vezana mesta glikozilacije MMP-1, -2, -3, -7, gingipaini
Strukture domena 2030KNG-cit-ENF2036
_ 2047FGD-cit-REE2053
4NW\ Domen asembliranja D FNIIl ponovak (konstitutivni) ° Fibirinogenska globula 2095 AK T-cit-YKL 2102
: ; . 2144FWY-cit-NCH-cit-VNL2154
° EGFL ponovak - FNIII ponovak (alternativno splajsovani) 2184\KL-cit-PSNF-cit-NLEG-cit-cit-KRA220"
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Slika 6. Struktura tenascina C. Mikrografija lokalizacije TnC u mi§jem insulinomu (laminin, zelena, TnC crvena),
humanim dermalnim fibroblastima (TnC crvena, fibronektin zelena). Elektronska mikrografija TnC heksabrahiona.
Strukturni prikaz monomera TnC sa naznafenim mestima za modifikaciju: alternativno prekrajanje, glikozilaciju,
citrulinaciju i proteolitic¢ko secenje. Preuzeo i izmenjeno iz (K. S. Midwood et al., 2016).

Ogroman broj funkcija koje TnC ima posledica je razlic¢itih modifikacija od transkripcionog do
postranslacionog nivoa (Slika 6). Prvenstveno alternativnim prekrajanjem moze da nastane veliki broj
razlicitih izoformi, hipoteticki ¢ak 511, a ovaj proces je pogotovo dinamican u sluc¢aju tumora gde
koordiniSe razli¢ite Celijske procese (Giblin & Midwood, 2015). Potom, na brojnim mestima je
moguca glikozilacija usled ¢ega moze do¢i do narusavanja sposobnosti povezivanja u heksamere,
zastite od proteoliticke degradacije, kao 1 do izmena u sposobnosti vezivanja za razliite
partnere(Giblin & Midwood, 2015). Posttranslaciono se javlja citrulinacija, a primeceno je da ova
modifikacija u FG domenu povecava imunogenost C-terminalnih rezidua $to dovodi do nastanka
autoantitela u pacijentima obolelim od reumatoidnog artritisa gde njhov titar vrlo verno predvida
razvoj bolesti (Schwenzer et al., 2016). TnC je podloZan proteolitickom secenju pogotovo od strane
MMP sto doprinosi obrtu TnC u tkivu. Najveéi broj mesta za secenje nalazi u okviru alternativno
prekrojenog regiona gde deluju MMP1,2,3 i 7, mada 7 deluje i u okviru TA domena. Na ovaj nacin
mogu biti otkrivena kripti¢na mesta ili nastati solubilni fragmenti koji mogu imati i drugacije funkcije
u odnosu na ¢itav molekul(Giblin & Midwood, 2015).

Interakcije tenascina C i ¢elijski odgovori

Molekuli matriksa

% TnC

Kolagen

« Barijere
« Signali
« Nise
« Trake

Fibronektin

DO %, Periostin
Fibrilin-2

Perlekan

“| Rezervoar za
solubilne faktore

Neurokan

Heparin

XXX
% Agrekan
abto

>

Integrin /// - SN
avp3 0 LAE
S NN
i Ostali partneri u
TLR4 0 (O clipikan ﬂ _H CALEB intorahel
Celijska Frz EGFR RPTPp  RPTPp Kontaktin Integrin Aneksin Il Bakterije
membrana X a7pl (Strepto-
Integrini Sindekan 4 coccus)
avpl, avp3d
avf6, a2f1, % Virusi
a9p1, a8p1 (HIV)

Mehanicke interakcije Modulacija adhezije Celijska signalizacija I

Solubilni faktori

@ VwWF @ FGF-2,-4,-6,-7,-8,-10, -17,-18 © PDGF-AA, -AB, -BB, -DD O VEGF-A165, -B, -C O PGF-2,-3 © BMP2 O TGF-1,-2

([ Drugi solubilni faktori ukljuéuju¢i Wnt3a, NT3, BDNF, IGFBP3, IGFBP5 and HGF

Slika 7. Interakcija tenascina C sa drugim molekulima. Sematski prikaz interakcija TnC sa komponentama ECM,
¢elijskim receptorima, patogenim komponentama i solubilnim faktorima. Preuzeto i izmenjeno iz (K. S. Midwood et al.,
2016).
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TnC interaguje sa preko 25 molekula koji su klasifikovani u komponente ECM, celijske
receptore, patogene komponente i solubilne faktore i na taj na¢in moduliSe procese ¢elijske migracije,
adhezije, proliferacije, prezivljavanja, razrastanja neurita, reorganizacije ECM, sinteze proteaza i
citokina (Slika 7.) (Giblin & Midwood, 2015).

Medu komponentama ECM, najznacajniji partner TnC je fibronektin za koga vezivna mesta
postoje u okviru Fnlll ponovaka ¢ime se moduliSe adhezija ¢elija, dok postoje 1 vezivna mesta za
kolagen, periostin i fibrilin 2 koja nisu u potpunosti opisana. U okviru Fn 3-5 ponovaka i FG domena
nalaze se vezivna mesta za proteglikane lektikanske familije i perlekan, a poseduje i vezivna mesta
za kontaktin, CSPG5 i glipikan (Midwood et al., 2011). Smatra se da se ovim intramatrisknim
interakcijama regulide sveukupna rigidnost tj. fluidnost matriksa kao i pokretljivost éelija. Sto se tice
interakcija sa ¢elijskim receptorima, TnC se vezuje za integrine uglavnom preko Fn3 ponovaka ali i
preko vezivnih mesta u okviru alternativno prekrojenih ponovaka kao i FG domena i moduliSe
procese adhezije i migracije ¢elija (K. S. Midwood et al., 2016). Interakcijom sa receptorima
epidermalnog faktora rasta (EGF) je pokazan efekat na proliferaciju ¢elija (Scott Swindle et al., 2001).
Interakcijom sa Toll-like receptor 4 (TLR4) dolazi do modulacije inflamatornih signalnih puteva (K.
S. Midwood et al., 2016). Sto se ti¢e solubilnih faktora, pokazane su interakcije sa Wnt/wingless 3a
(Wnt3a), potom TGF-p i vaskularnim endotelnim faktorom rasta (engl.vascular endothelial growth
factor, VEGF) uglavnom preko ponovaka u regionu Fnlll3-5. Smatra se da se na ovaj hacin
produzava njihovo vreme poluzivota, povecava koncentracija i menja konformacija (K. S. Midwood
et al.,, 2016). TnC se vezuje i za patogene medu kojima su i Streptococcus kao i virus humane
imunodeficijencije (HIV), a smatra se da tu ucestvuje kao barijera za patogene. Vezivanje TnC za
HIV-1 hemokinski receptor neutralizuje viralnu aktivnost (Fouda et al., 2013).

1.4 Terapeutske strategije

U toku povrede najviSe stradaju neuroni. U slu¢aju ki¢mene mozdine moze do¢i do gubitka
senzomotornih funkcija kao i do paralize. Neuroni adultnog sisarskog CNS imaju malu sposobnost
oporavka usled nedostatka signala za rast i nedovoljno efikasne masinerije za oporavak i izrastanje
neurita (Ahujaetal., 2017). Veliki deo terapija je usmeren ka signalnim putevima za rast, manpulaciju
genima uklju¢enim u taj put, pokuSajima povecanja sinteze i transporta materijala neophodnih za
razrastanje i modulaciju aksonskog citoskeleta, a pogotovo ka upotrebi stem celija (Bradbury &
Burnside, 2019; Schepici et al., 2020).

Postoji jako veliki broj istrazivanja kao i klinickih studija za oporavak i regeneraciju kicmene
mozdine, medutim nijedan pristup do sada nije doveo do veceg neuroloskog oporavka i ponovnog
uspostavljanja funkcija (Donovan & Kirshblum, 2018; Tator, 2006). Tezina primarne povrede je
svakako najveci prognosticki indikator oporavka, medutim za veliki deo pacijenata stepen osteéenja
koji nastane tokom sekundarne povrede zapravo ogranicava restorativni potencijal i daje preciznije
predvidanje daljeg toka patoloskih promena (Dumont et al., 2001). Sto se ti¢e primarne faze povrede,
moguce su samo mere prevencije 1 zastite. S druge strane sva istrazivanja su fokusirana na kaskadu
dogadaja u sekundarnoj povredi, na pokuSaj stimulacije regeneracije 1 razrastanja neurita,
zaustavljanje samoubrzavajuce degeneracije i repopulaciju mesta povrede neuronima i glijalnim
¢elijama de novo koje bi se potom funkcionalno integrisale u postojece tkivo (Oyinbo, 2011). Tokom
vremena se promenilo shvatanje pojma regeneracija. Sada se zna da postoji ogroman potencijal za
remodelovanje i reorganizaciju neuralnih mreza kako u zdravom, tako i u povredenom CNS kao i da
se funkcija moze ponovo uspostaviti na razli¢ite nac¢ine (O’Shea et al., 2017; Tuszynski & Steward,
2012). U skladu sa tim ¢esto se pravi podela na razrastanje aksona i remodelovanje sinapsi iznad ili
ispod regiona povrede kao i kroz sam region povrede (Sofroniew, 2018).

Formiranje oziljka se u pogledu oporavka cesto kategoriSe kao povoljan ili nepovoljan proces
(Anderson et al., 2016; Liddelow & Barres, 2016). U terapeutske svrhe se ipak pokazalo kao
konstruktivnije da se targetiraju pojedinac¢no njegove komponente. Uglavnom se baziraju na pokuSaju
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redukovanja formiranja oziljka, blokiranja inhibitornih molekula, primenama hirurskih,
farmakoloskih i genetickih pristupa (Bradbury & Burnside, 2019). Prevencija formiranja astrocitnog
oziljka se pokazala kao negativna za oporavak, ali su se terapeutski pristupi okrenuli ka
mezenhimalnim i fibroznim komponentama (Klapka et al., 2005). Farmakoloska redukcija migracije
fibroblasta oziljka je dovela do reparacije aksona i funkcionalnog oporavka, a u ovu svrhu su
koriS¢eni lekovi koji ve¢ imaju primenu u leéenju kancera (Gilad & Gilad, 2001). Potom ihibicija
sinteze kolagena i ihibicija proliferacije meningealnih fibroblasta je takode dovela do smanjenja
fibroznog oziljka i aksonske regeneracije na vece distance (Klapka et al., 2005). Terapeutski pristupi
su se fokusirali i na izmenu genske ekspresije u astrocitima i to na selektivnu inhibiciju NF-xB
singalizacije ¢ime se redukuje inflamacija (Brambilla et al., 2005). U pogledu komponenti ECM,
razvile su se terapije koje ukljucuju primenu monoklonskih antitela na periostin u periodu od par
dana do 2 nedelje nakon povrede, $to je dovelo do pobolj$anja u animalnim modelima, potom antitela
za neutralizaciju N-kadherina, $to je dovelo do smanjenja formiranja astrocitnog oziljka, a veliki broj
studija ispituje efekat geneticke manipulacije i uklanjanja enzima bitnih za sintezu CSPG (Bradbury
& Burnside, 2019).

Sto se tie samog TnC, nivoi njegove ekspresije se ve¢ ocitavaju kao merilo uspesnosti
reparacije tkiva, a TnC se koristi i u pristuima za reparaciju i tkivnu zamenu baziranu na stem ¢elijama
(K. S. Midwood et al., 2016). Integrin- a7p1- aktiviraju¢i TnC peptid je inkorporiran u posebne
biogelove za koje je potom pokazano da podsticu razrastanje neurita i diferencijaciju ¢elija osteogene
linije (Berns et al., 2016; Mercado et al., 2004; Sever et al., 2014). Takode, platinasti navoji kori$¢eni
za reparaciju povreda arterija su davali bolji ishod kada su bili oblozeni TnC (Miura et al., 2016).
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2. Ciljevi istrazivanja

Jedan od najzahtevnijih medicinskih izazova danasnjice predstavlja oporavak od traumatskih
povreda CNS. Posto osteCeni neuroni imaju malu sposobnost da se regeneriSu, dolazi do gubitka
senzomotornih funkcija, pa ¢ak i1 paralize. Nakon povrede pocinje viSestepeni proces stvaranja
glijalnog oziljka s ciljem da se nastala povreda ogranici i zatvori, ali za razliku od povreda drugih
tkiva, ne dolazi do faze rezolucije niti uspostavljanja prethodne strukture i funkcija tkiva. U regionu
povrede bitnu ulogu imaju brojni reaktivirani ¢elijski tipovi, komponente ECM kao i solubini faktori
koji medusobnim interakcijama odrZavaju inflamatorno stanje.

Vancelijski glikoprotein TnC je zastupljen u ECM tkiva koja prolaze intenzivno
remodelovanje, a nakon povreda CNS ga sintetiSu astrociti. Usled svoje multimodularne, prostorno i
vremenski visoko regulisane ekspresije, kao i brojnih partnera sa kojima interaguje, poput
komponenti ECM i ¢elijskih receptora, moze da ostvari pletoru efekata koji su ¢esto i oprecni. TnC
moduliSe procese Celijske adhezije, migracije, proliferacije, prezivljavanja, razrastanja neurita,
reorganizacije ECM i sinteze proteaza i citokina.

Cilj ove doktorske disertacije je da ispita efekat razli¢itih domena proteina tenascina-C na
morfoloska i funkcionalna svojstva astrocita i mikroglije u ranim fazama nakon mehanicke povrede
kicmene mozdine i u kulturi ¢elija miSa. Stoga, definisani su i pojedinacni ciljevi ove doktorske
disertacije:

1. Pracenje stope zatvaranja mehanicke povrede u Kulturi astrocita nakon tretmana razli¢itim

fragmentima tenascina-C

2. Ispitivanje stope proliferacije astrocita i mikroglije u modelu povrede in vivo i in vitro

3. Ispitivanje morfologije i lokalizacije ¢elija u odnosu na region povrede in vivo i in vitro
nakon tretmana razli¢itim fragmentima tenascina-C
Produkcija citokina in vitro nakon tretmana razli¢itim fragmentima tenascina-C
5. lIspitivanje efekata FnD fragmenta TnC na nishodne interagujuce partnere

&
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3. Material i metode

3.1. Tabelarni prikaz hemikalija, rastvora, pufera i medijuma

Tabela 2. Nazivi i proizvodaci hemikalija

Naziv hemikalije

Proizvodac

NaCl - natrijum hlorid

NaOH - natrijum hidroksid

HCI - hlorovodoni¢na kiselina

KCI - kalijum hlorid

Naz2HPO4 - dinatrijum hidrogen fosfat
NaH2PO4 - natrijum dihidrogen fosfat
KH2PO4 - kalijum dihidrogen fosfat
NaHCOs - natrijum hidrogen karbonat
Borna kiselina

Glukoza

Sigma-Aldrich, MO, SAD

EDTA - ctilen diamin tetra siréetna kiselina
EGTA - etilen glikol-bis(B-aminoetil etar)-N,N,N’,N'-tetra
sir¢etna kiselina

PFA - paraformaldehid

Mowiol

Glicerol

SDS - natrijum dodecil sulfat

Bromfenol plavo

Tween-20

Triton X-100

Akrilamid/Bis-akrilamid

TEMED - N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamin
APS - amonijum persulfat

Etidijum bromid

Na-orto-vanadat

Dietil-pirokarbnat (DEPC)

Hloroform

NP-40

Tris baza, Tris (hidroksimetil)-metilamin
B-merkaptoetanol

Sigma-Aldrich, MO, SAD

Glicin
Saharoza

Carl Roth GmbH, Nemacka

Metanol
Izopropanol

Zorka Pharm, Srbija

BSA - govedi serum albumin
Tripsin

Na-piruvat

PLL — poli-L-lizin

PLO — poli-L-ornitin

Sigma-Aldrich, MO, SAD

DMEM - Dulbekov modifikovani Eagle medijum
L-15 - Leibovitz’ medijum
Pen+Strep - Penicilin/Streptomicin

Gibco, ThermoFisher Scientific,
MA, SAD
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| FBS - fetalni govedi serum

Tabela 3. Sastav rastvora, pufera i medijuma

Metoda

Rastvor

Sastav i koncentracije

PCR

TDB, pufer za digestiju
pH 8,4

50 mM Tris pH 8,0
50 mM EDTA pH 8,0
0,5% SDS

5x TBE, Tris-boratni-EDTA pufer

0,45 M Tris
0,45 M Borna kiselina
50 mM EDTA pH 8,0

Imunofluorescencija

0,2 M PB, fosfatni pufer
pH 7,4

0,16 M Na2HPOa4
0,04 M NaH2PO4
ddH20

4% PFA, paraformaldehid
pH 7,4 (1M NaOH)

40 g PFA
500 ml ddH20
500 ml 0,1M PB

0,01 M PBS, fosfatni pufer

0,2 M PB 20x
147 mM NacCl
ddH20

Mowiol medijum

9,6% Mowiol

24% Glicerol

48% 0,2 M Tris pufer pH 8,5
24% ddH20

Celijska kultura

PBS, fosfatni pufer za celije
pH 7,4

137 mM NaCl
2,7 mM KCI

10 mM NazHPO4
1,8 MM KH2PO4

DMEM-+, medijum za gajenje celija

10% FBS

1% Pen+Strep,
1% Na-piruvat
DMEM

Western blot

RIPA, pufer za liziranje
pH 7,4

50 mM Tris-HCI
150 mM NaCl

1% NP-40

0,1% SDS

10 MM EDTA

10 MM EGTA
0,5% Triton X-100

6x Leammli, pufer za nalivanje uzoraka

12% SDS

0,06% Bromfenol plavo
60% Glicerol

375 mM Tris-HCI pH 6,8

5x Pufer za elektroforezu (Running buffer)

124 mM Tris baza
0,96 M Glicin
17 mM SDS

10x Transfer pufer

204 mM Tris baza
1,5 M Glicin
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1x Transfer pufer Transfer pufer 10x
20% Metanol
dd H20

TBST, Tris pufer soli sa 0,1% Tween-20 20 mM Tris baza
150 mM NaCl
0,1% Tween-20
Blagi pufer za skidanje antitela (Mild stripping | 15 g glicin
buffer) 1gSDS

pH 2,2 10 ml Tween20
1000 ml ddH20

3.2 Eksperimentalne Zivotinje

Za potrebe eksperimenata kori¢eni su tenscin-C deficijentni miSevi (TnC-/-) sa genetiCkom
pozadinom C57BL/6 soja i miSevi divljeg soja (TnC+/+) C57BL/6. U eksperimentima su kori§¢ene
zivotinje oba pola. Kolonija TnC-/- miSeva je dobijena iz originalnog legla (Evers et al., 2002) iz
Centra za Molekularnu Neurobiologiju, Univerziteta u Hamburgu, ljubaznos¢u prof. dr Melitte
Schachner i dr Igora Jakovéevskog. Zivotinje su uzgajane u lokalnoj koloniji Instituta za fiziologiju
i biohemiju Bioloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Zivotinje su gajene u standardnim
uslovima 21+1°C, 50% vlaznosti, 12:12h svetlost/mrak i imale su ad libitum pristup hrani i vodi. Sve
eksperimentalne procedure i briga o zivotinjama sprovedeni su u skladu sa NIH Direktivom za brigu
i upotrebu laboratorijskih Zivotinja (1985) i u skladu sa Evropskom direktivom (86/609/EEC) i bili
su odobreni od strane Etickog komiteta BioloSkog fakulteta, Univerziteta u Beogradu i Ministarstva
poljoprivrede i zastite zivotne sredine Republike Srbije (#323-07-05121/2017-05).

3.2.1 Odredivanje genotipa miSeva

Odredivanje genotipa miSeva, odnosno prisustvo, TnC+/+, ili odsustvo, TnC-/-, TnC proteina,
odredivano je lancanom reakcijom polimeraze (engl. Polymerase chain reaction; PCR). DNK je
izolovana iz repa miSeva. MiSu je odsecan vr$ni deo repa duzine Smm i potapan u 13 pl proteinaze K
(Thermo Fisher Scientific, Nemacka; Kat. br. EO0492) rastvorene u TDB (Tabela 3) u finalnoj
koncentraciji 1,3 mg/ml. Tkivo je inkubirano u termo bloku na 65 °C, 5 sati. Uzorci su centrifugirani
na 14000 x g, Smin. Skupljena DNK je razblazena 20x u sterilnoj ddH20 i denaturisana na 95 °C
15min. Finalna zapremina reakcione smese za PCR je iznosila 25 pl, dok su pocetne koncetracije i
zapremine pojedina¢nih komponenti po reakciji bile:

PCR Master Mix 2x (Thermo Scientific, Nemacka; Kat br. KO172) 7 ul
ddH20 14 ul
prajmer ES (5°-AGC-CCC-TGC-CTA-CCT-TTT-CCT-AAT-3") (20 uM) 0,95 ul

prajmer ES TnC (pos) (5’-CCA-GCT-TTA-TCG-GAT-CCA-TAA-CTT-CG-3’) | 0,95 pl
(20uM)
prajmer ES WT (5’-CCT-CGG-GAG-TGA-GGG-CAA-ACA-AAG-3’) (20 uM) 11
DNK, razblazena i denaturisana 1ul

Pri svakoj genotipizaciji, pored uzoraka kod kojih je ispitivano odsustvo TnC, pripremani su i
kontrolni uzoreci:

1. pozitivna kontrola za TnC — DNK misa divljeg soja koji ima TnC, (TnC+/+)

2. pozitivna kontrola za odsustvo TnC — DNK misa koji nema TnC protein, (TnC -/-)

3. negativna kontrola reakcije — sterilna H2O umesto uzorka DNK
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PCR reakcija je pustana na masini ProFlex™ 3x32-Well PCR System (Thermo Fisher Scientific)
prema slede¢em temperaturnom profilu: inicijalna denaturacija u trajanju od 2,5 min na 94 °C,
pracena sa 30 ciklusa u kojima su se smenjivale faze denaturacije od 30 sec na 94 °C, hibridizacije
prajmera od 45 sec na 65 °C i ekstenzije prajmera od 50 sec na 72 °C. Potom je sledila finalna
elongacija od 5 min na 72 °C, nakon ¢ega su uzorci ¢uvani u masini na +4°C do dalje analize.

Proizvodi PCR reakcije proveravani su elektroforezom u 1,3% agaroznom gelu (Lonza, ME,
SAD; Kat. br. 50000) pripremljenom koris¢enjem pufera 0,5x TBE (Tabela 2) sa 0,005% etidijum
bromidom na 100 V, 20 min, a signal je vizuelizovan na Chemi Doclt gel/blot Imager (UVP systems,
Nemacka).

3.3 Primarne kortikalne kulture glijalnih ¢elija

Za pripremu primarnih kortikalnih kultura glijalnih ¢elija kori§¢eni su TnC+/+ i TnC-/- miSevi
starosti 0-3 dana, oba pola. Primarne kulture astrocita i primarne meSovite kulture mikroglije i
astrocita za svaki genotip pripremane su od korteksa 3 misa istog genotipa.

3.3.1 Kortikalna kultura astrocita

Primarne celijske kulture astrocita pripremane su prema prethodno objavljenom protokolu
(Bijeli¢ et al., 2020). Korteks je mehanicki disociran i centrifugiran na 500 x g, 5 min, dva puta.
Neposredno pre tre¢eg centrifugiranja, ¢elijska suspenzija je propustena kroz igle dijametra 0,8mm i
0,6mm, 3-5 puta. Svi koraci su radeni u Leibowitz L-15 medijumu za izolaciju u koji je dodato 100
U/ml penicilina, 0,1 mg streptomicina i 0,1% BSA. Celije su resuspendovane u medijumu za gajenje
¢elija DMEM sa dodatkom 10% FBS, 25 mmol/L D-glukoze, 100 U/ml penicilina i 100 pg/ml
streptomicina a potom zasejane u Petri Solje dijametra 60mm i odrzavane na 37 °C u atmosferi sa 92-
95% vlaznosti i 5% COz2.. Medijum za gajenje Celija menjan je svaka 2-3 dana. Nakon dostizanja
konfluentnosti ¢elije su pasazirane rastvorom 0,25% tripsina i 0,02% EDTA a potom zasejavane u
nove Petri Solje i gajenje do ponovnog dostizanja konfluentnosti nakon ¢ega su ponovo pasazirane i
zasejavane u Petri Solje ili na pokrovna stakla dijametra 15 mm u zavisnosti od eksperimentalnog
dizajna. Pripremane su po tri nezavisne Celijske kulture za svaki genotip.

3.3.2 MeSovite kortikalne kulture mikroglije i astrocita

Korteksi miSeva su izolovani u sterilnom, hladnom PBS (Tabela 2). Tkivo je potom inkubirano
u rastvoru tripsina u koncetraciji 1mg/ml u PBS 10min na 37°C. Nakon enzimske digestije, dodata je
4 x veta zapremina DMEM+ (Tabela 2) da bi se inaktivirao tripsin, i suspenzija je potom
centrifugirana na 500 x g, 8 min. Talog je resuspendovan u DMEM+ 1 ¢elije su dodatno razdvojene
propustanjem kroz igle dijametra 0,8 i 0,6 mm, 3-5 puta a potom opet centrifugirane na 500 x g 8min.
Talog je resuspendovan u 1 ml DMEM+ 1 ¢elije su razdvojene propustanjem suspenzije kroz igle
dijametra 0,6 mm i zasejane u zavisnosti od potreba eksperimenta: u ploce sa 6 bunara zasejavane su
¢elije za Western blot i RT-PCR a za imunofluorescentno obelezavanje na pokrovna stakla, dijametra
15 mm, prethodno oblozena PLO (Tabela 2). Celije su gajene na 37 °C u atmosferi sa 92-95%
vlaznosti i 5% COz. Celijama je zamenjen medijum nakon 24h a nakon toga medijum za gajenje je
menjan svaka 2-3 dana tako S§to je 50% volumena postojeCeg medijuma zamenjeno sveze
pripremljenim DMEM+. MeSovita kultura mikroglije i astrocita gajena je 12-14 dana a potom su
radeni eksperimenti. U ovim meSovitim kulturama astrocita i mikroglije ¢elije mikroglije ¢inile su u
proseku 20% c¢elija u TnC+/+ kultrama odnosno 16% u TnC-/- kulturama. Pripremljene su po tri
nezavisne Celijske kulture za svaki genotip.

21



3.4 Model povrede u primarnim kortikalnim kulturama celija glije

Model povrede u primarnoj kulturi astrocita, kao i primarnoj mesovitoj kulturi mikroglije i
astrocita izolovanih iz TnC+/+ i TnC-/- miSeva, je dobijan nanoSenjem ogrebotine u sloju ¢elija (engl.
Scratch wound, SW). SW je nastajao povlaenjem sterilnog nastavka pipete od 200ul, ¢ime su
uklanjane ¢elije na putanji povlacenja nastavka i ostajala prazninu sto je sveukupno stvaralo model
povrede u monosloju ¢elija. Region povrede smatran je centralnim regionom koji je oivi¢en frontom
astrocita dok je kao grani¢nim regionom smatran region celija koji direktno okruzuje region povrede.

3.4.1 SW na primarnoj kulturi éelija glije

Za potrebe ispitivanja zatvaranja povrede u SW modelu u primarnoj kulturi astrocita izolovanih
iz TnC+/+ i TnC-/- miSeva, astrociti su zasejavani u Petri Solje precnika 35 mm i odrzavane u kulturi
do dostizanja potpune konfluentnosti (Koérnyei, Czird, et al., 2000; Lampugnani, 1999). Nakon
dostizanja konfluentnosti pravljena su 3-4 SW po Petri Solji te su dalje dodavani tretmani od interesa
i praceno je zatvaranje povrede. Zatvaranje povrede nakon dodatih tretmana pra¢eno je snimanjem
istih regiona povrede u 0, 6, 12, 24 i 48h nakon SW i tretmana na mikroskopu (detaljnije objasnjenje
u odeljku 3.8.1). Da bi se obezbedilo snimanje istih kadrovi u razli¢itim vremenskim tackama,
povlacena je crna linija na sredini dna Petri Solje. Za svaki SW snimani su kadrovi iznad i ispod linije.

Proliferacija Celija pra¢ena je u primarnoj kulturi astrocita i meSovitoj kulturi mikroglije 1
astrocita izolovanih iz TnC+/+ i TnC-/- i zasejanih na pokrovna stakla. Na ¢elijama je uraden SW i
apliciran je tretman, a nakon 24 ili 48h, u zavisnosti od eksperimentalnog dizajna, ¢elije su fiksirane
1 imunofluorescentno obelezavane markerima od interesa i potom snimane.

Za eksperimente ispitivanja ekspresije proteina (Western blot metoda) i prisustva oslobodenih
proteina u ¢elijski medijum (metoda enzimskog imunoeseja), primarne kulture astrocita i primarne
mesovite kulture mikroglije i astrocita izolovane iz TnC+/+ i TnC-/- miSeva zasejavane su u Petri
Solje pre¢nika 60 mm. Nakon dostizanja konfluentnosti, ¢elije su podvrgnute SW i tretmanima.
Nakon 24 ili 48h, u zavisnosti od eksperimentalnog dizajna, uklanjan je ¢elijski medijum koji je
koriS¢en u eksperimentima enzimskog imunoeseja dok su ¢elije prikupljane 1 izolovana je frakcija
ukupnih proteina.

U cilju ispitivanja ekspresija gena u primarnoj kulturi astrocita i primarnoj meSovitoj kulturi
mikroglije i astrocita izolovanih iz TnC+/+ i TnC-/- miseva, ¢elije su gajene u ploCama sa 6 bunara.
Nakon dostizanja konfluentnosti, nanoSen je SW i Celije su prosle odgovarajuce tretmane. RNK je
uzorkovana 6h nakon SW i tretmana u eksperimentima gde je ispitivano delovanje tretmana 24h. U
eksperimentima u kojima je ispitivano delovanje tretmana 48h, RNK je uzorkovana 30h od nanete
povrede i tretmana.

3.5 Model kompresione povrede kicmene mozZdine

Kompresiona povreda kicmene moZdine izvodena je na 10-12 nedelja starim miSevima TnC+/+
i TnC-/-, kako je prethodno opisano(J. Chen et al., 2010). Ukratko, pre operacije, Zivotinje su
anestezirane intraperitonealnom injekcijom ketamina (100mg/kg) i ksilazina (5mg/kg).
Laminektomija je uradena u nivou ki¢menih prsljenova T7-T9 torakalnog regiona primenom makaza
za laminektomiju (Fine Science Tools, SAD). Oslobodeni region ki¢mene mozdine komprimovan je
u trajanju od 1s primenom prilagodene pincete na stereotaksicnom okviru. Nakon toga, koza je
usSivena I zivotinje su drzane na podlozi koja odrzava temperaturu od 35 °C tokom 24h da bi se
spredila hipotermiju. Zivotinje su Zrtvovane 7 dana nakon povrede i tretmana. Kompresiona povreda
ki¢mene mozdine 1 aplikacija tretmana je raden na 32 Zivotinje, odnosno na po 4 zivotinje po tretmanu
u svakom genotipu. Kriterijumi za iskljucivanje zivotinja iz studije na osnovu etickih zahteva
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podrazumevali su gubitak 20% tezine u toku 24h, pasivnu poziciju zivotinja u kavezu i nedostatak
reakcije na eksperimentatora kao i generalna procena loSeg zdravstvenog stanja. Na osnovu ovih
kriterijuma tri Zivotinje iskljucene su iz studije i humano Zrtvovane.

3.6 Tretmani

U cilju ispitivanja uloge TnC na astrocite i mikrogliju u SW modelu povrede kao i u
kompresionom modelu povrede ki¢mene mozdine koriS¢eno je pet rekombinantno eksprimiranih
proteina koji predstavljaju razli¢ite domene TnC proteina. Fragmenti su sintetisani prema prethodno
opisanom protokolu (Dorries et al., 1996). Alternativno prekrajani fragmenti su od posebnog interesa
za ispitivanje jer je pokazano da upravo ove fragmente odlikuje povecana ekspresija nakon povrede
nervnog sistema (Jakovcevski et al., 2013).

3.6.1 Tretmani u primarnoj kulturi kortikalnih astrocita

Efekat TnC na zatvaranja povrede ispitan je u primarnoj kulturi astrocita izolovanoj iz TnC+/+
I TnC-/- miSeva. Nakon izvodenja SW, ispitivani su efekti dodavanja konstitutivno eksprimiranih
domena Fn6-8 i EGFL i domena koji nastaju alternativnim prekrajanje FnA, FnD i FnC. Prethodne
studije ukazale su na znacajan potencijal delovanja fragmenata FnD i FnA, in vitro (Meiners et al.,
2001) i in vivo (J. Chen et al., 2010) te je ispitan i efekat kombinovanog tretmana fragmentima
Fn(D+A) kao i Fn(D+A+C). Odmah nakon nanoSenja SW na primarne kulture astrocita, dodavani su
ispitivani fragmenti rastvoreni u DMEM+ medijumu u finalnoj koncentraciji 10 pg/ml. Tretmani
fragmentima trajali su 24h, osim u eksperimentalnoj postavci uzorkovanja RNK i ispitivanja genske
ekspresije u kojoj su uzorci prikupljani nakon 6h tretmana.

3.6.2 Tretmani u primarnoj meSovitoj kulturi mikroglije i astrocita

U primarnoj mesovitoj kulturi mikroglije i astrocita izolovanih iz TnC+/+ i TnC-/- miSeva,
ispitan je efekat TnC domena FnD na mikrogliju i astrocite u procesu zarastanja SW povrede. Efekat
FnD na ¢elije glije ispitan je u tri vremenske tacke. Nakon SW, FnD fragment dodavan je u DMEM+
medijum u koncentraciji 10 pg/ml u trajanju od 24h (24h SW + FnD) ili 48h (48h SW + FnD) u
zavisnosti od eksperimentalnog dizajna. Ispitano je i odlozeno dodavanje FnD na glijalne ¢elije.
Naime, 24h nakon SW, FnD je dodavan u medijum i uzorci su tretirani naredna 24h (48h: 24h +
FnD). Kao kontrolne za navedene tretmane koriS¢ene su kulture istog genotipa kojima je nanet SW
ali bez dodavanja fragmenata i koje su pracene 24h (24h SW) 1 48h (48h SW).

3.6.3 Tretmani primenjeni u modelu povrede ki¢cmene moZdine u TnC+/+ i Tnc-
/- miSevima

Efekat dodatih fragmenata TnC isptan je i u modelu kompresione povrede ki¢mene mozdine u
TnC+/+ i TnC-/- Zivotinjama. Odmah nakon povrede, fragmenti FnD, FnA i njihova kombinacija
Fn(D+A), u koncentraciji 300 pg/ml za svaki fragment, ili kontrolni rastvor (0,9% NaCl u vodi)
injektovani su u mesto povrede kao i 1 mm rostralno i kaudalno od mesta povrede.
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3.7 Imunofluorescencija

3.7.1 Imunofluorescentno obeleZavanje primarne kulture kortikalnih astrocita

Za eksperimente imunoobeleZavanja, primarne kulture astrocita izolovane iz TnC+/+ i TnC-/-
miSeva zasejavane su na pokrovna stakla pre¢nika 15 mm (MenzelGlasser, Nemacka) oblozena PLL.
Posle 24h nakon SW i tretmana fragmentima TnC, ¢elije su fiksirane u rastvoru 4% PFA u 0,1 M PB
(Tabela 2) 20 min na sobnoj temperaturi. Nakon nekoliko ispiranja u PBS (Tabela 2), ¢elije su
permeabilizovane u rastvoru 0,1% Tritona u PBS 15min, na sobnoj temperaturi i inkubirane u
blokirajuéem rastvoru koji sadrzi 5% BSA u PBS, 1h na sobnoj temperaturi. Celije su potom
inkubirane u rastvoru primarnih antitela u 1% BSA u PBS, preko no¢i na +4 °C. Nakon nekoliko
ispiranja u PBS, nanoSen je rastvor sekundarnih antitela konjugovanih sa fluoroforom u PBS i ¢elije
su inkubirane 2h u mraku na sobnoj temperaturi. Visak nevezanog antitela je uklonjen ispiranjem u
PBS, a uzorci su potom inkubirani sa DAPI bojom za jedra 15 min na sobnoj temperaturi. Nakon
ispiranja u PBS, ¢elije su fiksirane Mowiol medijumom. Upotrebljena primarna i sekundarna antitela
1 koriS¢ene koncentracije prikazani su u Tabeli 4.

3.7.2 Imunofluorescentno obeleZavanje primarne meSovite kulture mikroglije i
astrocita

Za eksperimente imunofluorescentnog obelezavanja u mesovitoj kulturi mikroglije i astrocita
izolovanih iz TnC+/+ i TnC-/-miSeva, ¢elije su fiksirane 24 ili 48h nakon SW i tretmana u 4% PFA
u 0,1 M PB, 20 min na sobnoj temperaturi. Ukoliko je antigen od interesa bio vancelijski domen
proteina, ¢elije su prvo inkubirane u blokiraju¢em rastvoru koji je sadrzao 5% BSA u PBS, 1h na
sobnoj temperaturi a potom inkubirane u rastvoru primarnih antitela preko no¢i na +4 °C. Nakon
uklanjanja viska nevezanog antitela ispiranjem u PBS, ¢elije su inkubirane u rastvoru sekundarih
antitela u PBS, 2h u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon fluorescentnog obelezavanja proteina od
interesa na povrsini ¢elije, uzorci su permeabilizovane u rastvoru 0,05% Tritona u PBS, 15 min na
sobnoj temperaturi. Nakon toga, ¢elije su inkubirane u blokiraju¢em rastvoru 5% BSA u PBS 1h na
sobnoj temperaturi a zatim u rastvoru primarnih antitela u PBS na +4 °C, preko no¢i. Nakon
uklanjanja viska nevezanog antitela ispiranjem u PBS, ¢elije su inkubirane u rastvoru sekundarnih
antitela u PBS, 2h u mraku, na sobnoj temperaturi. Nakon nekoliko ispiranja, u cilju obelezavanja
¢elijskih jedara uzorci su inkubirani u rastvoru Hoechst boje u PBS u finalnoj koncetraciji 2 pg/ml
15 min, na sobnoj temperaturi. Uzorci su potom ispirani nekoliko puta u PBS i fiksirani Mowiol
medijumom. Protokol koji je podrazumevao izostanak primarnih antitela (negativna kontrola
bojenja), nije doveo do pojave specificne imunoreaktivnosti. KoriS¢ena primarna i sekundarna
antitela i koncentracije prikazani su u Tabeli 4.

3.7.3 Imunohistohemijsko obeleZzavanje preseka ki¢mene moZdine
3.7.3.1 Priprema tkiva transkardijalnom perfuzijom

Kontrolni i tretirani TnC-/- i TnC+/+ miSevi anestezirani su intraperitonelanom injekcijom koja
sadrzi ketamine (100mg/kg) i ksilazin (5mg/kg). Kada su zivotinje usle u duboku anesteziju i
pokazale odustvo okularnog refleksa, otvoren je grudni kos Zivotinje 1 uvedena je igla u apeks leve
komore srca i presecena je desna pretkomora srca. Kroz iglu je prvo pusten 0,9% NaCl 30 sekundi
do promene boje jetre u svetlobraon i potom je nastavljena perfuzija 4% PFA u 0,1M PB 10 min.
Nakon izvrSene dvostruke laminektomije izolovana je kicmena mozdina koja je dodatno fiksirana u
4% PFA 2h na +4 °C. Tkivo je dehidratisano u 30% rastvoru saharoze u 0,1 M PB na +4 °C i
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zamrznuto na -80 °C do dalje upotrebe. Serijski sagitalni preseci kicmene mozdine debljine 25 pm
napravljeni su na kriotomu (CM 1850, Leica, Nemacka) i skupljeni na mikroskopske plocice
(Superfrost Plus, Menzel-Glasser, Nemacka) koje su cuvane na -20 °C do dalje upotrebe.

3.7.3.2 Imunohistohemija

Nakon rehidratacije u PBS, sagitalni preseci kicmene mozdine kontrolnih i fragmentima
tretiranih TnC-/- i TnC+/+ miSeva, inkubirani su u rastvoru 0,1% glicina u PBS, 10 min na sobnoj
temperaturi. Preseci su potom inkubirani u blokiraju¢em rastvoru koji sadrzi 10% BSA 1 0,1% tritona
u 0,01M PBS (Tabela 3) 45min na sobnoj temperaturi a zatim su uzorci inkubirani u rastvoru
primarnih antitela u 2% BSA u PBS na +4 °C preko noci. Posle nekoliko ispiranja u PBS u cilju
uklanjanja nevezanog antitela, preseci su inkubirani u rastvoru sekundarnih antitela u 2% BSA u PBS,
2h u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja uzorci su inkubirani sa TO-PRO 3 bojom u PBS
radi obelezavanja jedara a potom i isprani nekoliko puta PBS i fiksirani Mowiol medijumom. Spisak
koriS¢enih primarnih i sekundarna antitela prikazani su u Tabeli 4.

Tabela 4. Spisak koris¢enih antitela i razblazenja

Antitelo/poreklo RazblaZenje | Proizvodad Ib(:t)tjaloskl

Ki67, ze¢je anti-Ki67 1:500 Abcam, UK ab15580

GFAP, zecje anti-glijalni fibrilarni | 1:500 Dako, SAD Z0334

Kiseli protein

GFAP, misje anti-glijalni fibrilarni | 1:200 Sigma Aldrich, Nemacka MAB360

kiseli protein

OX-42/CD11b pacovsko anti- 1:300 Serotec, UK(BioRad) MCAT711

misje CD11b

INOS, zecje anti-inducibilna azotna | 1:300 Abcam, UK ab15323

oksid sintaza

p1-intgerin, ze¢je anti- B1-intgerin | 1:1000 SynapticSystems, Nemacka | 240-003

P2Y12, ze¢je anti-P2Y 12 1:200 Alomone Labs, Izrael APR-012

Ibal, kozje anti-jonizovani | 1:200 Abcam, UK ab5076

adaptorski Ca?* vezuju¢i molekul 1

magarece anti-zeCje Alexa Fluor | 1:200 Life Technologies, OR, SAD | A31572

IgG (H+L) 555

magarece anti-misje Alexa Fluor | 1:200 Invitrogen, Thermo Fischer | A31570

IgG (H+L) 555 Scientific, OR, SAD

magarece anti-pacovsko Alexa | 1:200 Invitrogen, Thermo Fischer | A21208

Fluor IgG (H+L) 488 Scientific, OR, SAD

magarece anti-zecje Alexa Fluor | 1:200 Life Technologies, OR, SAD | A31573

IgG (H+L) 647

magarece anti-misje Alexa Fluor | 1:200 Invitrogen, Thermo Fischer | A31570

IgG (H+L) 555 Scientific, OR, SAD

DAPI 1:4000

TO-PRO-3 1:4000 Imvitrogen, Molecular | 1027459
Probes, OR, SAD

Hoechst 1:4000 Thermo Scientific, IL, SAD | 62249
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3.8 Mikroskopija i analiza mikrografija

3.8.1 Mikroskopsko snimanje i analiza zatvaranja povrede u SW modelu u
primarnoj kulturi astrocita

Astrociti iz primarne kulture snimani su nakon SW i dodavanja TnC fragmenata u slede¢im
vremenskim taCkama: Oh, 6h, 12h, 24h i 48h. Zatvaranje povrede snimano je upotrebom invertovanog
svetlosnog AxioObserver Al mikroskopa (Carl Zeiss GmbH, Nemacka) opremljenog EM512 CCD
kamerom (Digital Camera System, Evolve, Photometrics) i objektivom 10x (A-Plan, Carl Zeiss,
Nemacka). Duz SW snimana su po dva kadra, iznad i ispod orijentacione linije za svaki SW. Isti
kadrovi snimani su u svakoj navedenoj vremenskoj tacki. Mikrografije su analizirane u ImageJ (NIH,
SAD) programu. KoriS¢enjem opcije Merenje (engl. Measure) rac¢unata je povrSina povrede (engl.
Area). Relativno zarastanje povrede racunato je prema slede¢oj formuli [(A(t0) — A(t)]/A(to), pri cemu
A predstavlja povrsinu povrede izraZenu u pm? U vremenu to odnosno Oh nakon nanosenja povrede i
tretmana 1 u vremenu t odnosno u ostalim vremenskim tackama merenja.

3.8.2 Analiza proliferacije u primarnoj kulturi astrocita

Proliferacija astrocita pracena je u regionu povrede u primarnoj kulturi astrocita 24h nakon SW
i tretmana. Celije fluorescentno obelezene Ki67 markerom proliferacije i DAPI jedarni marker
snimane su fluorescentnim invertovanim mikroskopom AxioObserver Al (Carl Zeiss GmbH,
Nemacka) sa EM512 CCD kamerom (Digital Camera System, Evolve, Photometrics) 1) 1 objektivom
10x (A-Plan, Carl Zeiss, Nemacka). Mikrografije su analizirane ImageJ programom. Stopa
proliferacije racunata je kao poroporcija Ki67 pozitivnih (Ki67*) jedara u odnosu na ukupan broj
DAPI pozitivnih (DAPI™) jedara.

3.8.3 Konfokalna mikroskopija

Imunofluorescentno obelezena mesovita kultura astrocita i mikroglije i imunofluorescentni
preseci kicmene mozdine snimani su na konfokalnom laserskom-skenirajuéem mikroskopu (LSM
510, Carl Zeiss GmbH, Jena, Nemacka) koji ima argonsku lasersku liniju (488 nm) 1 dve helijum-
neonske laserske linije (5431 633 nm). Za snimanje fluorofora laserskim linijama 488 i 555, koris¢eno
je dihroic¢ko ogledalo NFT 488/543, a potom filteri uskog opsega propustanja (BP) 505-530 i BP565-
610, redom. Za snimanje fluorofora pobudivanih laserom 633 koriS¢eno je dihroi¢ko ogledalo NFT
543/633 1 filter Sirokog opsega propusStanja LP 650. Mikrografije su snimane upotrebom uljanog
imerzionog objektiva uveli¢anja 40x sa numerickom aperturom 1.3, (Plan-Neofluar 40x/1.3 QOil; Carl
Zeiss, Nemacka). Parametri snimanja bili su identi¢ni za kontrolne grupe i tretmane tokom snimanja
mesovitih kultura. Identi¢ni parametari koris¢eni su prilikom snimanja kontrolnih i tretiranih preseka
ki¢cmene moZdine.

3.8.4 Analiza poliferacije i gustine Celija u meSovitoj kulturi mikroglije i astrocita

Za ispitivanja gustine i proliferacije u mesSovitoj kulturi mikroglije i astrocita celije su
imunofluorescentno obeleZzene markerima mikroglije (OX-42) i astrocita (GFAP), markerom
proliferacije Ki67 i markerom jedara Hoechst 24h ili 48 h nakon SW i tretmana u zavisnosti od
eksperimentalnog dizajna. Snimano je po 12 kadrova po kulturi, u regionu povrede i u grani¢cnom
regionu, po svakom tretmanu (24h SW, 48h SW, 24h SW + FnD, 48h SW + FnD and 24h SW + 24h
FnD) i svakom genotipu (TnC+/+, TnC-/-).
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Gustina ¢elija racunata je prema ¢elijskom tipu. Gustina mikroglije ra¢unata je kao broj OX42*
¢elija dok je gustina astrocita raGunata kao broj GFAP™ ¢elija podeljen sa povr§inom regiona povrede
ili povrSinom grani¢nog regiona.

Stopa proliferacije racunata je takode prema celijskom tipu u regionu povrede i u grani¢nom
regionu. Stopa proliferacije mikroglije odredena je deljenjem broja OX42%/Ki67" mikroglije sa
ukupnim brojem OX42* mikroglije u datom regionu. Stopa proliferacije astrocita dobijena je
deljenjem broja GFAP*/Ki67" astrocita sa ukupnim brojem GFAP* astrocita u ispitivanom regionu.

3.8.5 Analiza morfologije mikroglije u meSovitoj kulturi mikroglije i astrocita

U cilju analize morfologije mikroglije u region povrede u mesSovitoj kulturi astrocita i
mikroglije, ¢elije su imunofluorescentno obelezene sa OX-42/CD11b, GFAP i Hoechst i snimane na
konfokalnom mikroskopu. Analizirane su po Cetiri nasumi¢no odabrane ¢elije u svakom tretmanu
(24h SW, 48h SW, 24h SW + FnD, 48h SW + FnD i 24h SW + 24h FnD) i genotipu (TnC+/+, TnC-
/-) po kulturi, odnosno 36 ¢elija ukupno. Analiza morfologije pojedina¢nih ¢elija mikroglije radena
je u ImageJ softveru koris¢enjem opcije Merenje i dodatka FracLac(Karperien, 2013). Morfologija
mikroglije je ispitana prema prethodno publikovanom protokolu (Fernandez-Arjona et al., 2017).
Mikrografije u standardnom formatu konfokalnih slika, RGB (engl. Red/Green/Blue) su prvo
transformisane u 8-bitne slike sive skale a potom su binarizovane da bi se dobile crno bele slike na
kojima su postavljanjem prazne vrednosti signala (engl. threshold) uklonjeni nespecifi¢ni signali
(Slika 8.). Celije od interesa su potom izdvajane sa slike i analizirano je 11 parametara koji se
standarno koriste za opisivanje morfologije mikroglije (Fernandez-Arjona et al., 2017). Analizirani
morfoloski parametri bili su: povrsina éelije (um?), perimetar ¢elije (M), povrsina konveksnog trupa
(CHA) — povrsina najmanjeg poligonalnog oblika koji okruzuje éeliju (um?), perimetar konveksnog
trupa (um), indeks hrapavosti (odnos perimetra ¢elije i perimetra convex hull), fraktalna dimenzija
(FD) — mera ¢elijske kompleksnosti dobijena metodom ,,box counting*, lakunarnosti — distribucija
praznih povr$ina unutar ¢elije - poroznost ¢elije, odnos $irine i duzine (AR) — odnos najduZe i najkrace
ose celije, ¢elijska cirkularnost - (4x x povrsina ¢elije)/(perimetar ¢elije)z, solidnost odnosno gustina
¢elije — povrsina celije/povrsina konveksnog trupa, zaobljenost éelije - 4 x area / (m X major axisz).

Slika 8. Obrada mikrografija za morfometrijske analize. RGB slike mikroglije u regionu povrede (A) su
transformisane u 8-bitne slike sive skale (B) i binarizovane (C). Slike su manuelno obradivane (D) da bi se dobio
kontinuiran set piksela za odabranu ¢eliju koja je potom iseena i sacuvana kao pun (E) ili oivi¢en oblik (F).

3.8.6 Analiza klastera

Hijerarhijska analiza klastera (engl. Hierarchical Cluster Analysis; HCA) radena je u cilju
grupisanja setova podataka koji ukljucuju veliki broj parametara. Na osnovu sli¢nosti, veliki setovi
podataka koji ukljucuju proliferaciju i gustinu mikroglije i astrocita i morfologiju mikroglije grupisani
su u klastere. Setovi podataka su prvo standardizovani koriS¢enjem Z vrednosti da bi se dobile
uporedive vrednosti a potom su primenom Ward’s metode dobijene vrednosti grupisane u klastere.
Tako dobijen stabilan broj klastera kori$¢en je kao informacija ,,K-means* analize klastera koja je
pruzila vrednost statisticke znacajnosti parametara koriS¢enih za klasterovanje, odredila distribuciju
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klastera i prikazala udaljenost konkretnih vrednosti od centra klastera za svaku datu ulaznu
informaciju. Za ispitivanje proliferacije i gustine mikroglije i astrocita, mikrografije su podeljene u
tri klastera na osnovu 4 vrednosti (vrednosti proliferacije i gustine mikroglije i astrocita) za svaku
sliku. Za ispitivanje morfologije mikroglije, analizirane ¢elije su podeljene u dva klastera na osnovu
dobijenih vrednosti 11 ispitivanih parametara za svaku ¢eliju.

3.8.7 Analiza konfokalnih mikrografija tkivnih preseka

Celijska proliferacija i imunoreaktivnost GFAP u regionu povrede analizirani su na presecima
kicmene mozdine tri zivotinje iz svakog tretmana i iz svakog genotipa (mesto povrede, mesto
povrede+FnA, FnD, Fn(D+A). Analizirana je ekspresija i proliferacija u po pet preseka iz svake
kiémene mozdine. Za radunanje stope proliferacije, rezultati su prikazani kao udeo Ki67" jedara od
ukupnog broja TO-PRO-3 obojenih jedara u presecima tkiva. Intenzitet signala imunofluorescencije
GFAP, nakon uklanjanja pozadine koris¢enjem ,,Rolling ball“ metode dobijen je merenjem
integrisane gustine signala u opciji Merenja u ImageJ programu.

3.8.8 Stereoloska analiza

Gustina mikroglije u tkivnim presecima ki¢mene mozdine analizirana je kako je prethodno
opisano (Jakovcevski et al., 2009). Brojanje ¢elija uradeno je na mikroskopu Axio Imager M1 (Carl
Zeiss GmbH, Nemacka) sa motorizovanim postoljem na sistemu za stereologiju (MicroBrightField
Stereology System 9, SAD). Upotrebom 10 x objektiva ograni¢en je region povrede kao i region koji
se nalazi do 1,5 mm rostralno i kaudalno od regiona povrede. U oba genotipa, upotrebom objektiva
20x (Plan-Neofluar 20/0.50, Carl Zeiss, Nemacka) snimano je po Sest preseka iz po tri ki¢mene
mozdine u grupi tretiranoj TnC fragmentom (FnD) i kontrolnoj grupi (povreda). Celije su brojane na
osnovu Ibal imunoreaktivnosti i DAPI fluorescencije i klasifikovane kao aktivirana mikroglija
ukoliko ih je odlikovao poligonalni oblik ili kao neaktivirana mikroglija ukoliko su pokazivale
granatu morfologiju. Brojanje je radeno na osnovu slede¢ih postavljenih parametara: grani¢na dubina
2mm, baza i visina grani¢nika 60x60mm i 10mm, distanca izmedu optickih grani¢nika 180 mm.

3.9 Western blot

3.9.1 Priprema uzoraka za Western blot

Glijalne ¢elije, astrociti ili meSovite kulture astrocita i mikroglije izolovane iz korteksa TnC+/+
I TnC-/- miSeva gajene su u Petri Soljama do dostizanja konfluentnosti. Nakon SW, primenjivan je
odgovarajuci tretman, a u zavisnosti od eksperimentalnog dizajna, celije su skupljane 24h ili 48h
kasnije. Pre prikupljanja ¢elija, u Petri $olje je dodavana zapremina hladnog sterilnog PBS a potom
su ¢elije prikupljane mehanic¢kim skidanjem sa podloge sterilnim Spatulama i centrifugirane na 500 x
g, bmin. Talog je resuspendovan u 150-500ul pufera za liziranje RIPA (Tabela 2) sa dodatkom
proteaznih inhibitora (Sigma Aldrich, MO, SAD; Kat. br. S8820) i Na-orto-vanadata. Nakon
inkubiranja u puferu za liziranje 20min na ledu, uzorci su centrifugirani na 10 000 x g 10min na +4°C.
Prikupljen je supernatant i zamrznut na -80°C za dalju upotrebu.

3.9.2 Western blot protokol

Koncentracija proteina u prikupljenim uzorcima odredena je BCA Pirsovim proteinskim kitom
(Thermo Fisher Scientific; Kat. br. 23225) prema uputstvima proizvodaca. Uzorci su razblazeni u 6x
Leammli puferu (Tabela 3) sa 5% B-merkapto-etanolom kao redukuju¢im agensom. Proteinski
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standard (Thermo Scientific, MA, SAD; Kat. br.26619) i jednaka koli¢ina proteina (5-10 ug) iz
svakog uzorka su nalivani u bunare 4% SDS-poliakrilamidnog gela za koncentrovanje (Tabela 5).
Proteini su elektroforetski razdvajani na 10% i 12,5% SDS-poliakrilamidnom gelu (Tabela 5) u 1x
puferu za elektroforezu (Tabela 3) na 120 V, 1,5 h. Nakon elektroforeze, proteini su vlaznim
transferom, u 1x transfer puferu (Tabela 3) prenoSeni na nose¢e membrane od polivinilfluorida sa
porama pre¢nika 0,45 um (Immobilon-P, Millipore, Kat. br. IPVH00010). Transfer se odvijao na 100
V na +4°C u trajanju od 1,5 h. Membrane su blokirane u 5% BSA u TBST (Tabela 2) 1,5 h na sobnoj
temperaturi. Primarna antitela, ze¢ji anti-glijalni fibrilarni kiseli protein (1:7000, Dako, SAD), zecji
anti-P2Y12 (1:200, Alomone Labs, Izrael), zec¢ji anti-Bl-intgrin (1:1000, Synaptic Systems,
Nemacka), misji anti-p aktin (1:1000, Santa Cruz, SAD; Kat. br. sc-47778) inkubirana su preko no¢i
na +4 °C. Nakon ispiranja u TBST, membrane su inkubirane u rastvoru sekundarnih antitela
konjugovanih sa peroksidazom rena (HRP) 1,5 h na sobnoj temperaturi. Koris¢ena su sekundarna
antitela magareée anti-zecje (1:10000, Santa Cruz, SAD; Kat. br. sc-2305) i magarece anti-misje
(1:10000, Santa Cruz, SAD; Kat.br. sc-2096). Membrane su vizuelizovane upotrebom Clarity
Western-ECL supstrata (Bio-Rad, kat. br. 170-5061) prema uputstvu proizvodaca, na Chemi Doclt
gel/blot Imager (UVP systems, Nemacka). Nakon vizuelizacije svakog antitela, 1 pre inkubacije u
novom interesnom antitelu, blotovi su bili podvrgnuti protokolu blagog uklanjanja antitela (engl. Mild
stripping) koji podrazumeva inkubaciju membrana u puferu za skidanje antitela (Tabela 2), ispiranje
u PBS i TBST a potom inkubaciju u blokiraju¢em rastvoru i novom interesnom primarnom antitelu i
odgovaraju¢em sekundarnom antitelu konjugovanom sa HRP. Analiza blotova je uradena
koris¢enjem Gel Analyzer opcije u ImageJ programu. Dobijena opticka gustina ispitivanog proteina
normalizovana je na odgovorajucu opticku gustinu kontrole nalivanja odnosno [3-aktina.

Tabela 5. Sastav koris¢enih SDS-poliakrilamidnih gelova

4% gel za koncentrovanje | 10% gel za razdvajanje | 12,5% gel za
razdvajanje
dH20 1,487 ml 2,32 ml 1,65 ml
30 % Akrilamid | 0,337 ml 1,33 ml 2,1 ml
Tris-HCI 0,625 ml (0,5M,pH 6,8) | 1,25ml (1,5M, pH 8,8) | 1,25 ml (1,5 M, pH 8,8)
10 % SDS 25 ul 50 ul 50 ul
10 % APS 25 ul 50 ul 50 ul
TEMED 2,5ul 5ul 5ul

3.10 Enzimski imunoesej (ELISA)

Za odredivanje prisustva oslobodenog IL-18 1 TNF-a u medijumu primarnih meSovitih kultura
astrocita i mikroglije izolovanih iz korteksa TnC+/+ i TnC-/- miseva raden je enzimski
imunosorbentni esej (engl. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA). Enzimski imunoesej raden
je na uzorcima medijuma skupljenim 24 i 48h nakon nanoSenja SW i tretmana. Imunoesejom pored
tretiranih grupa ispitana je i ekspresija u intaktnoj kulturi, kojoj nije naneta SW. Enzimski imunoesej
raden je u ploCama sa 96 bunara koje su prethodno inkubirane antitelom za IL-1B (1:250;
ThermoFisher Scientific, SAD; Kat. br. 88-7013-88) i TNF-a (1:500; ThermoFisher Scientific, SAD,
Kat. br. 14-7423-81) odnosno hvataju¢im antitelom (engl. capture antibody), preko noé¢i na sobnoj
temperaturi. Nakon uklanjanja viska antitela ispiranjem rastvorom 0,05% Tween-20 u PBS, bunari
ploc€a su inkubirani sa blokiraju¢im rastvorom 5% BSA u PBS, 1h na sobnoj temperaturi. Nakon
uklanjanja blokirajuceg rastvora, u bunare su naneti uzorci i standardi za protein od interesa 0dnosno
IL-1B (ThermoFisher Scientific, SAD, Kat. br. 39-8012-60) u rasponu koncentracija 0,015 — 1ng/ml
i TNF-a (ThermoFisher Scientific, SAD, Kat. br. 14-8321) u rasponu koncentracija 0,062 — 4 ng/ml)
i inkubirani 2h na sobnoj temperaturi. Po zavrSenoj inkubaciji, bunari su isprani i naneto je
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biotinizovano antitelo za detekciju (engl. detection antibody) za IL-1B (1:250; ThermoFisher
Scientific, SAD, Kat. br. 88-7013-88) i TNF-a. (1:500; ThermoFisher Scientific, SAD, Kat. br. 14-
7423-81) koja su inkubirani 2h na sobnoj temperaturi a potom je ispiranjem uklonjen viSak nevezanog
anititela. Za detekciju biotinizovanih antitela kori$¢en je avidin-HRP antitelo (1:750, Thermo Fischer
Scientific, SAD, Kat. br. 18-4100-51) koje je inkubirano 20 min na sobnoj temperaturi a potom
isprano. Kao supstrat za razvijanje reakcije u bunare je dodat 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB,
Thermo Fischer Scientific, SAD; Kat. br. 00-4201-56) i inkubiran na sobnoj temperaturi. Reakcija je
stopirana dodavanjem 2N H2SOa a produkt reakcije odreden je spektrofotometrijski na talasnoj duzini
od 450 nm, dok je korigovana apsorbanca ocitavana na 570 nm.

3.11 Reakcija lananog umnoZavanja u realnom vremenu

3.11.1 Izolacija ukupne RNK

Primarne kulture astrocita i primarne mesovite kulture mikroglije i astrocita izolovane iz
korteksa TnC+/+ i TnC-/- miSeva su zasejavane u ploce sa 6 bunara. Nakon dostizanja konfluentnosti,
nanet je SW 1 uzorci su tretirani odgovaraju¢im tretmanima. U zavisnosti od eksperimentalnog
dizajna, ¢elije su lizirane dodavanjem TRIzol reagensa (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, SAD;
Kat. br. 15596018) 6h ili 30h nakon SW i tretmana. Ukupna RNK iz uzoraka izolovana je
standardnom metodom fenol/hloroform ekstrakcije i precipitacije etanolom (Rio et al., 2010).
Ukratko, ¢elijski lizati u TRIzol reagensu su homogenizovani pipetiranjem i dodat je hloroform. U
cilju faznog razdvajanja nukleinskih kiselina, proteina i debrisa, uzorci su centrifugirani na 12000 x
g 15min na +4°C. Iz povrSinske, odnosno vodene faze prikupljena je RNK u koju je dodat
izopropanol, uzorci su homogenizovani i zamrznuti na -80 °C preko no¢i. Nakon odmrzavanja, uzorci
su centrifugirani na 12000 x g, 30min na +4 °C. Talog je resuspendovan u 75% etanolu i centrifugiran
na 7500 x g 15min, +4 °C. Nakon uklanjanja supernatanta, talog je ostavljan da se osu$i na sobnoj
temperaturi 15 min a potom resuspendovan u sterilnoj vodi. Koncentracije RNK su odredene
merenjem apsorbance na 260 nm (Eppendorf BioPhotometer Spectrophotometer UV/VIS, Austrija).
Cisto¢a uzoraka je proverena merenjem odnosa apsorbance 260 nm/280 nm i 260 nm/230 nm.
Kvalitet izolovane RNK proveren je elektroforezom na 1% agaroznom gelu.

3.11.2 Reverzna transkripcija

Za sintezu komplementarne DNS (cDNK) koriséen je komercijalno dostupan kit za reverznu
transkripciju (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Applied Biosystems, SAD; Kat br.
4368814) prema uputstvima proizvodaca. Koris¢en je 1 pg RNK po reakciji i pripremljena je
reakciona smeSa prema uputstvu proizvodaca koja pored RNK sadrzi meSavinu
dezoksiribonukleotida, nasumicnih heksamernih prajmera, MultiScribe reverznu transkriptazu,
odgovarajuci pufer i H20. Reakcione smeSe su inkubirane 10min na 25 °C, a zatim 2h na 37 °C,
nakon Cega je reakcija prekinuta inkubiranjem na 85 °C u trajanju od 5min. Ovako dobijena cDNK
je razblazena 10x u sterilnoj vodi i cuvana do upotrebe na -20 °C.

3.11.3 Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu (Real-Time PCR)

Sintetisana cDNK amplifikovana je u PCR reakciji u realnom vremenu primenom specificnih
prajmera za gene od interesa i komercijalno dostupnog kita Power SYBR Green PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific, USA; Kat. br. 4367659). U reakcionu smesSu pripremljenu prema
uputstvima proizvodac¢a dodati su specifi¢ni prajmeri za gen od interesa u finalnoj koncentraciji 100
pmol/ml i cDNK u koncentraciji 10 ng/ml. Spisak i pregled sekvenci kori§¢enih prajmera prikazan je
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u Tabeli 6. Real-Time PCR reakcija uradena je na QuantStudiotm3 Real-Time PCR sistemu (Applied
Biosystems, SAD), pod slede¢im uslovima: pocetna inkubacija na 50°C u trajanju od 2 min, zatim
aktivacija enzima u trajanju od 10 min na 95 °C, 40 ciklusa u trajanju od 15s na 95 °C, 30 s za vezivanje
prajmera na 64 °C, 30 s umnozavanja na 72 °C i 5s za o€itavanje fluorescence na 72 °C. Relativna genska
ekspresija prikazana je kao logz promena ekspresije iIRNK. Promena ekspresije gena od interesa izraZzava
se relativno u odnosu na nivo ekspresije kontrolnog gena odnosno unutras$nja kontrole a u ovom
slu¢aju korisc¢enje Actb i Gapdh.

Tabela 6. Lista kori$¢enih prajmera

Gen od | F prajmer R prajmer

interesa

Gfap CGGAGACGCATCACCTCTG TGGAGGAGTCATTCGAGACAA
111b AAAAGCCTCGTGCTGTCGGACC | TTGAGGCCCAAGGCCACAGGT
Actb GGGCTATGCTCTCCCTCAC GATGTCACGCACGATTTCC

Tnfa GCCCACGTCGTAGCAAACCAC GGCTGGCACCACTAGTTGGTTGT
Nos?2 GGTGTTCTTTGCTTCCATGCTAAT | GTCCCTGGCTAGTGCTTCAGA
Argl TAACCTTGGCTTGCTTCGG GTGGCGCATTCACAGTCAC
Gapdh GTTGTCTCCTGCGACTTCA TGGTCCAGGGTTTCTTACTC

3.12 Statisticka analiza

Statisticka analiza je radena u SPSS v20 programu (SPSS Inc., SAD). Dvosmerna analiza

varijanse (ANOVA) sa post-hoc Bonfferoni testom i nezavisni Studentov t-test koris¢eni su za
odredivanje efekata tretmana i genotipa na ispitivanim parametrima u primarnoj kulturi astrocita,
tkivnim presecima, kao i za odredivanje gustine mikroglije i astrocita u mesovitoj kulturi glijalnih
¢elija. Trosmerna ANOVA koris¢ena je u analizi efekta tretmana, genotipa i pozicije uzorkovanja
(povreda, kaudalni i rostralni region) u ispitivanju gustine mikroglije. Odredene su statisti¢ki znac¢ajne
interakcije, glavni efekti i statisticke vrednosti poredenja po parovima. Podaci iz svakog eksperimenta
prikazani su kao ,,box-whisker* grafikoni i prikazani su kao srednja vrednost + standardna devijacija
(SD).
U rezultatima dobijenim na kulturi primarnih astrocita i tkivnih preseka, p vrednosti su tabelarno
prikazane, pri ¢emu su p vrednosti u opsegu od 0,05-0,001 prikazane kao ta¢ni brojevi, dok su p
vrednosti koje su nize od 0,001 prikazane kao <0,001. Statisticka znacajnost rezultata dobijenih na
primarnim meSovitim kulturama mikroglije i astrocita prikazani su kao slova pri ¢emu ista slova
ukazuju na odsustvo statisticke razlike izmedu tretmana ili genotipova u okviru iste grupe.
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4. Rezultati

4.1 Efekat fragmenata TnC na astrocite u SW modelu u kortikalnoj
kulturi astrocita

4.1.1 Fragmenti TnC usporavaju zatvaranje povrede u kulturi primarnih
astrocita

Efekat razli¢itih dodatih fragmenata TnC je ispitan na modelu mehanicke povrede u kortikalnoj
kulturi astrocita izolovanih iz TnC+/+ i TnC-/- miseva. Nakon SW, kulture su tretirane fragmentima
TnC 1 zatvaranje povrede je praceno u 0, 6, 12, 24 1 48h od povrede 1 tretmana. Primeceno je da su
do 48h sve povrede, bez obzira na tretman, zarasle. Relativnho zatvaranje povrede u navedenim
satnicama, prikazano je u odnosu na inicijalnu nultu povrSinu (Slika 9.). Medu pra¢enim satnicama
uoceno je da je najinformativnija tacka 24h za procenu efekta fragmenta, reaktivacije astrocita i

stabilne progresije astrocitnog fronta, a ova satnica se izdvojila kao relevantna i u sli¢noj studiji
(Adzic & Nedeljkovic, 2018).
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Slika 9. Relativno zatvaranje povrede po satima u kortikalnim kulturama TnC+/+ i TnC-/- astrocita nakon SW i
tretmana razli¢itim TnC fragmentima. Prikazano je kumulativno zatvaranje povrede u 6, 12 i 24h po grupi po genotipu,
obra¢unato u odnosu na povrsinu povrede izmerenu u Oh za datu grupu. Naslagane kolumne prestavljaju srednje vrednosti
relativne zatvorenosti povrede + SD. n= 3 nezavisne kulture

Primer merenja povrSine povrede u svim satnicama pomocu ImageJ programa je dat na Slici
10A. Kvantifikacija relativnog zatvaranja povrede u 24h nakon SW i tretmana data je na Slici 10B.
Statisticki znacajnim su se pokazali i efekat tretmana i genotipa (p<0,001). Povreda je sporije
zarastala u odsustvu TnC u poredenju sa TnC +/+ SW kontrolom (p<0,001). U TnC-/- kulturama
dodatak FnD, FnA, Fn6-8 kao i kombinacija Fn(D+A) i Fn (D+A+C) je dodatno usporio zarastanje
u odnosu na SW grupu (p<0,001 za sve osim p=0,010 za Fn6-8), dok FnC i EGFL nisu imali uticaja.
Kombinacija fragmenata Fn(D+A) je dodatno usporila zatvaranje povrede uodnosu na FnC, Fn6-8 i
EGFL (p < 0,001, p = 0,027, p < 0,001, redom), a kombinacija Fn(D+A+C) je dovela do manjeg
zatvaranja nego u grupama FnC (p < 0.001) i EGFL (p = 0,004). SW grupa u TnC +/+ kulturama je
imala najvecu stopu zarastanja povrede, a dodavanje FnA, FnD, Fn6-8, EGFL, Fn(D+A) i
Fn(D+A+C) je dovelo do zna¢ajnog smanjenja zatvaranja (p < 0,001 za FnA, FnD, Fn6-8, Fn (D+A);
p = 0,027 za EGFL; p = 0,010 za Fn(D+A+C)). Tretman FnC ni u TnC+/+ kulturama nije imao
uticaja na stopu zarastanja povrede. FnD tretman je zna¢ajno usporio zatvaranje povrede i u odnosu
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na FnC (p = 0,006). Kombinacija fragmenata Fn(D+A) je smanjila zatvaranje u poredenju sa FnC (p
< 0,001)
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Slika 10. Tretman fragmentima TnC dovodi do usporavanja zatvaranja povrede u kulturi astrocita.
Reprezentativne slike svetlog polja regiona povrede u pet vremenskih tacaka (0,6,12,24 i 48h) sa povrSinom izmerenom
u ImageJ programu (A). Relativno zatvaranje povrede u 24h u TnC+/+ i TnC-/- kulturama astrocita nakon tretmana TnC
fragmentima je prikazano pomocu ,,box-whisker” grafikona (B). Dvosmerna ANOVA analiza je uradena za utvrdivanje
statistickih znacajnosti. Sva medusobna poredenja su prikazana u tabeli ispod grafikona. (n=3 nezavisne kulture)
Reprezentativne slike regiona povrede u 0 i 24h su prikazane za kontrolnu SW grupu kao i za grupe tretirane sa FnD, FnA
i Fn(D+A) (C). Skala =200um.

i EGFL (p < 0,001), dok je kombinacija Fn(D+A+C) usporila zarastanje u odnosu na sam fragment
FnC (p = 0,041). U sluc¢aju tretmana FnA, FnC, Fn (D+A), Fn (D+A+C) primeceno je sporije
zarastanje povrede u TnC-/- nego u TnC+/+ kulturama (p =0,009; p = 0,016; p=0,019; p =0,013;
redom). Reprezentativne slike regiona povrede u 0 i 24h za kontrolnu SW grupu kao i grupe tretirane
fragmentima FnD, FnA i njihovom kombinacijom Fn(D+A) su prikazane na Slici 10C.

4.1.2 Fragmenti TnC smanjuju stopu proliferacije astrocita u primarnoj kulturi
astrocita
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Slika 11. Fragmenti TnC znac¢ajno smanjuju stopu proliferacije astrocita u regionu oko povrede u TnC+/+1i TnC-
/- kulturama. Reprezentativne mikrografije grani¢nog regiona povrede sa imunofluorescentno obeleZenim proliferisu¢im
jedrima (Ki67, magenta) i svim jedrima (DAPI, tamno plava) su prikazane za kontronlnu grupu SW, kao i grupe tretirane
sa FnD, FnA i Fn(D+A); skala =200um (A). Stopa proliferacije astrocita, izratunata kao udeo Ki67* od ukupnog broja
DAPI* jedara, prikazana pomocu ,,box-whisker” grafikona po grupi po genotipu (B). Dvosmerna ANOVA analiza je
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uradena za utvrdivanje statistiCkih znacajnosti. Sva medusobna poredenja su prikazana u tabeli ispod grafikona. (n=3
nezavisne kulture)

Nakon stope zarastanja povrede ispitivali smo uticaj fragmenata TnC na stopu proliferacije
astrocita u grani¢nom regionu povrede. Na zatvaranje povrede uti¢u procesi migracije i proliferacije,
ali je pokazano da u in vitro modelu povrede u kulturi astrocita, migracija ima manju ulogu. Pokazano
je da se stopa migracije astrocita nije razlikovala izmedu kultura sa povredom i kultura sa niskom
gustinom astrocita, dok se stopa proliferacije znacajno uvecala u modelu povrede, ukazuju¢i da
povreda podstice vise procese proliferacije (Kornyei, Czirdk, et al., 2000).

Stopa proliferacije astrocita je raCunata u 24h u odnosu na SW 1 tretman fragmentima kao broj
Ki67*jedara u odnosu na ukupan broj DAPI* jedara (Slika 11A, B). Dvosmerna ANOVA je pokazala
da su statisti¢ki znacajni interakcija efekata genotipa i tretmana na stopu proliferacije astrocita
(p=0,005), kao i pojedinacni efekti genotipa i tretmana (p = 0,040, p < 0,001, redom). U ovom
eksperimentu je postojala i dodatna intaktna grupa, odnosno grupa u kojoj nije uraden SW. U
intaktnoj grupi nisu primecéene razlike u stopama proliferacije izmedu genotipova. Povreda (SW) je
znacajno povecala stopu proliferacije u TnC-/- kulturama u odnosu na intaktne kulture (p<0,001),
dok u TnC+/+ kulturama nije primecena razlika. TnC-/- SW grupa je takode imala visu stopu
proliferacije i u odnosu na TnC+/+ SW grupu (p=0,007). Dodatak fragmenta TnC nakon SW je
znacajno smanjio stopu proliferacije u odnosu na SW kontrole u oba genotipa (p < 0,001 za sve).
EGFL, FnA, FnD, Fn6-8, Fn(D+A), Fn(D+A+C) su takode imali znacajno manju stopu proliferacije
u oba genotipa i u poredenju sa FnC grupom (p<0,001 za sve sem za Fn(D+A+C) u TnC+/+,
p=0,004). U TnC+/+ kulturama dodatak kombinacije Fn(D+A+C) je indukovao vecée stope
proliferacije od pojedina¢nih fragmenata FnD (p = 0,012), FnA (p = 0,001), Fn6-8 (p < 0,001), kao
i EGFL (p = 0,001). Vise stope proliferacije su zabelezene u TnC-/- u odnosu na TnC+/+ kulture u
grupama FnC (p=0,020), Fn6-8 (p = 0,052), EGFL (p < 0,001).
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Slika 12. GFAP ekspresija je pove¢ana u TnC-/- kulturama astrocita bez obzira na tretman. Relativha promena
ekspresije Gfap iRNK (logz) 6h nakon SW i tretmana fragmentima TnC je prikazana pomocu ,,box-whisker* grafikona;
n=4 nezavisne kulture (A). Relativna ekspresija GFAP na proteinskom nivou 24h nakon SW i tretmana fragmentima TnC
procenjena Western blot analizom, prikazana pomocu ,,box-whisker* grafikona; n=3 nezavisne kulture (B) Dvosmerna
ANOVA analiza je uradena za utvrdivanje statistickih znacajnosti. Reprezentativna slika membrane GFAP (48 kDa) i -
aktina (42 kDa) (C). Integrisana gustina GFAP imunoreaktivnosti; n=1 kultura astrocita (D).

4.1.3 Ekspresija GFAP je povecana u TnC-/- kulturama primarnih astrocita bez
obzira na tretman

Ispitali smo ekspresiju Gfap IRNK 6h nakon SW i tretmana fragmentima TnC (Slika 12A).
Dvosmerna ANOVA je pokazala statisticki znacajan efekat enotipa (p<0,001). U TnC-/- kulturama
je uocen porast ekspresije iRNK za Gfap u odnosu na TnC+/+ kulture oko 2 puta (na y-osi izrazeno
kao l0g2). U odnosu na TnC+/+ kulture, najveci porast ekspresije je bio u TnC-/- intaktnoj grupi
(1,061 logz-puta promena, p = 0,041) kao i u FnC grupi (1,180 log2-puta promena), dok se u grupi sa
kombinacijom Fn(D+A) javila samo tendendencija ka porastu (0,680 logz-puta promena).

Proteinski nivoi GFAP u 24h nakon povrede i tretmana su ispitani Western blot analizom (Slika
12B). Dvosmerna ANOVA je pokazala statisticki znacajan efekat genotipa (p<0,001). GFAP je bio
znacajno vise eksprimiran u TnC-/- kulturama u odnosu na TnC+/+ kulture u slu¢aju intaktne grupe
(p<0,001), SW (p<0,001), FnD (p=0,003), FnA (p=0,002), FnC (p=0,001). Reprezentativni
imunoblotovi GFAP (48 kDa) i B-aktina (42 kDa) su prikazani na Slici 12C. Imunofluorescentno
obelezavanje GFAP je uradeno da bi se vizuelno potvrdili rezultati Western blot tehnike. Integrisana
gustina GFAP imunoreaktivnosti je prikazana na Slici 12D.

4.1.4 Fragmenti TnC povecavaju ekspresiju iRNK za citokine TNF-a i IL-1p u
kulturi astrocita

Ekspresija gena na nivou iRNK za Tnf-a, IL-1p, IL-6 1 IL-10 je ispitivana u TnC+/+ i TnC-/-
kulturama kortikalnih astrocita 6h nakon SW i tretiranja fragmentima TnC. 116 i 1110 nisu bili
detektabilni. U sluc¢aju Tnfa, dvosmerna ANOVA na RT-PCR rezultatima je pokazala da je tretman
statisticki znacajan (p<0,001). U oba genotipa fragmenti FnD, FnA, Fn6-8 i EGFL su povecali oko 2
logz-puta nivoe iIRNK Tnfa u poredenju sa SW, intaktnom i FnC grupom (Slika 13A). Efekat tretmana
je bio statisticki znac¢ajan i u slucaju I11b (p<0,001). Fragmenti FnD, FnA, Fn6-8 i EGFL su i ovde
doveli do povecanja nivoa iRNK za I11b u oba genotipa dok FnC nije imao efekta (Slika 13B). U
TnC-/- kulturama FnD, FnA, Fn6-8 i EGFL su povecali 111b iRNK ekspresiju u odnosu na SW,
intaktnu i FnC grupu (»p<.0,001). U TnC+/+ kulturama FnD, FnA, Fn6-8 i EGFL su takode doveli do
povecéanja ekspresije iRNK za I11b u odnosu na SW i intaktnu grupu (p<.0,001) kao i u odnosu na
FnC grupu (p = 0,001 za FnD i FnA; p = 0,003 za EGFL i Fn6-8).
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Slika 13. FnD, FnA, Fn6-8 i EGFL povecavaju nivoe proinflamatornih citokina TNF-a i IL-1p u oba genotipa u
kulturama astrocita. Relativna promena ekspresije Tnfa iRNK (logz) (A) i 111b iRNK (B) 6h nakon SW i tretmana
fragmentima TnC je prikazana pomocu ,,box-whisker* grafikona. Dvosmerna ANOVA analiza je uradena za utvrdivanje
statistickih znacajnosti. N=3 nezavisne kulture

4.1.5 TnC utice na astrocite i mikrogliju/makrofage u regionu povrede u
ki¢cmenoj mozdini

Ukupna stopa proliferacije u regionu povrede je procenjivana 7 dana od povrede i tretmana
fragmentima FnD, FnA i njihovom kombinacijom Fn(D+A) jer su se izdovjili po efektu u in vitro
eksperimetima medu alternativno prekrojenim fragmentima. Imunofluorescentno obeleZavanje
markerom za proliferaciju ¢elija Ki67 je ukazalo na povecanu stopu proliferacije u regionu povrede
u odnosu na okolno tkivo (Slika 14A). Stopa proliferacije je procenjena na osnovu udela Ki67* jedara
od ukupnog broja TO PRO-3" jedara (Slika 14B). Dvosmerna ANOVA je pokazala sveukupno
statisticki znaCajan efekat tretmana (p=0,043). Poredenjem grupa nisu uocene statisti¢ki znacajne
razlike u pogledu ukupne stope proliferacije ¢elija.

Potom je ispitivana GFAP imunoreaktivnost u regionu povrede (Slika 14C). Dvosmerna
ANOVA je pokazala statisticki znacajan efekat genotipa (p<0,001), kao i interakcije genotipa i
tretmana (p=0,034). Nisu primecene razlike izmedu genotipova u kontrolnim netretiranim grupama
sa povredom. U grupi tretiranoj FnD fragmentom, pokazana je manja GFAP imunoreaktivnost u
regionu povrede kicmene mozdine TnC-/- u odnosu na TnC+/+ miseve (p<0,001). I u grupi u kojoj
je dodavana kombinacija fragmenata Fn(D+A) je bila smanjena imunoreaktivnost GFAP u TnC-/-
ki¢cmenim mozdinama (p=0,002). Takav efekat nije primecen u sluéaju izolovanog fragmenta FnA.
U ki¢menim mozdinama TnC-/- miSeva FnD tretirane grupe su imale smanjenu imunoreaktivnost
GFAP u odnosu na FnA tretirane grupe, ali samo na nivou trenda (p=0,061). Morfologija GFAP
pozitivnih astrocita se menjala od regiona povrede ka udaljenijim rostralnim i kaudalnim delovima
ki¢mene mozdine (Slika 14D). U okviru regiona povrede, astrociti su formirali strukturu sa¢a koja je
inace karakteristicna za glijalni oziljak (Sun & Jakobs, 2012), a zadrzavali su fibrozni mirujuci fenotip
u udaljenim regionima. Reprezentativne mikrografije GFAP imunofluorescence u okviru regiona
povrede u grupama tretiranim FnD i kombinacijom Fn(D+A) u oba genotipa su prikazane na Slici
14E.

Za razliku od astrocita koji se u regionu povrede teSko mogu pojedinacno identifikovati,
aktivirana mikroglija/makrofagi se lako uocavaju kao poligonalne ¢elije uokvirene astrocitima, dok
u distalnim rostralnim i kaudalnim regionima zadrzavaju neaktivirani granati fenotip (Slika 15A).
Gustine aktivirane i ramifikovane mikroglije su kvantifikovane u regionu povrede kao i u
okruzuju¢im regionima rostralno i kaudalno (Slika 15B). Sveukupan efekat genotipa i pozicije
uzorkovanja na gustinu aktivirane mikroglije su bili statisti¢ki znacajni (p<0,001), kao i njihova
interakcija u netretiranoj kontrolnoj grupi sa povredom (p=0,032). Gustina aktivirane
mikroglije/makrofaga je bila veca u regionu povrede u odnosu na rostralne 1 kaudalne regione u
kiémenim mozdinama TnC+/+ miSeva i u kontrolnim i u FnD tretiranim grupama (p<0,001). U
ki¢menim mozdinama TnC-/- Zivotinja nije primecena statisticki znacajna razlika u gustini aktivirane
mikroglije medu regionima u kontrolnim grupama, ali sa dodatkom FnD gustina aktivirane mikroglije
je bila veca u regionu povrede u odnosu na rostralni (p=0,003) i kaudalni region (p<0,001). Ako se
posmatra udeo aktivirane mikroglije/makrofaga u ukupnom broju mikroglije/makrofaga, ovaj odnos
je veci u regionima povrede u poredenju sa rostralnim i1 kaudalnim regionima u svim slucajevima
(p<0,001), a najvecu vrednost je dostigao u TnC+/+ kontrolnoj grupi ( Slika 15C). Ukupna mikroglija
je racunata kao suma aktivirane i neaktivirane mikroglije. Gustina neaktivirane mikroglije je
prikazana na Slici 16.
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Slika 14. Efekat FnD i FnA na ukupnu stopu proliferacije i GFAP imunoreaktivnost u regionu povrede ki¢cmenih
mozdina TnC+/+ i TnC-/- miSeva. Reprezentativne mikrografije regiona povrede sa imunofluorescentno obelezenim
proliferisu¢im celijama (Ki67, crveno) i jedrima svih ¢elija (TO PRO-3, plava) (A). Stopa proliferacije svih ¢elija u
regionu povrede, raéunata kao udeo Ki67* jedara od ukupnog broja TO PRO-3* jedara, 7 dana nakon povrede i tretmana
fragmentima TnC, prikazana pomocu ,,box-whisker grafikona (B). GFAP imunoreaktivnost u regionu povrede 7 dana
nakon povrede i tretmana fragmentima TnC, prikazana kao integrisana gustina pomocu ,,box-whisker* grafikona (C).
Dvosmerna ANOVA analiza je uradena za utvrdivanje statistickih znacajnosti. n=3 Zivotinje po grupi po genotipu.
Reprezentativne mikrografije sa imunofluorescentno obelezenim astrocitima (GFAP, zeleno) i jedrima svih ¢elija (DAPI,
plavo) koje ukazuju na promenu morfologije astrocita u regionu povrede u odnosu na rostralne i kaudalne regione kicmene
mozdine (prikazan kaudalni region) (D). Reprezentativne mikrografije sa imunofluorescentno obelezenim astrocitima
(GFAP, zeleno) i jedrima svih ¢elija (DAPI, plavo) u okviru regiona povrede u grupama tretiranim FnD i kombinacijom
Fn(D+A) u oba genotipa (E). Skala =50pm.
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Slika 15. Efekat FnD na gustinu aktivirane mikroglije u povrede u Tnc+/+ i TnC-/- miSevima. Reprezentativne
mikrografije sa imunofluorescentno obelezenom mikroglijom (Ibal, crveno) i jedrima (DAPI, plavo) na kojima se vidi
aktivirana poligonalna mikroglija u regionu povrede i mirujuéa ramifikovana mikroglija u distalnim rostralnim i
kaudalnim regionima (prikazan samo kaudalni region), skala =50pum (A) Gustina aktivirane mikroglije procenjena uz
pomo¢ stereoloske analize u regionu povrede kao i rostralno i kaudalno, 7 dana nakon povrede i tretmana fragmentom
FnD, prikazana pomocu ,,box-whisker* grafikona (B). Udeo aktivirane mikroglije u totalnoj mikrogliji po regionu i
tretmanu (C). n=3 zivotinje po grupi po genotipu
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Slika 16. Efekat FnD na gustinu nekativirane mikroglije u TnC+/+ i TnC-/- miSevima u povredi. Gustina mirujuce
mikroglije u kicmenim moZdinama TnC+/+ i TnC-/- miSeva 7 dana nakon povrede i tretmana FnD u regionu povrede i
okruzujuéim rostralnim i kaudalnim regionima, procenjena stereoloskom analizom, prikazana pomocu ,,box-whisker
grafikona. n=3 zivotinje po grupi po genotipu.
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4.2 Efekat TnC fragmenta FnD na zatvaranje povrede u meSovitoj
kortikalnoj kulturi mikroglije i astrocita

Na osnovu prethodnih rezultata zakljucili smo da fragmenti TnC utiu na astrocite u kulturi i
da od alternativno prekrojenih fragmenta, FnD, FnA, kao i njihove kombinacije imaju jak efekat na
inhibiciju proliferacije astrocita, usporavanje zatvaranja povrede i povec¢anu sintezu proinflamatornih
citokina. Efekat ovih fragmenata je dalje ispitan u in vivo modelu povrede gde je pokazno da FnD
uti¢e 1 na astrocite 1 na mikrogliju/makrofage u regionu povrede. Potom smo odlucili da razlu¢imo
njegove efekte na ovim celijskim tipovima u modelu meSovite kulture koji predstavlja
redukcionisticku, ali kontrolisanu aproksimaciju in vivo modela povrede.

4.2.1 Gustina astrocita i mikroglije u meSovitim glijalnim kulturama

U meSovitim kortikalnim kulturama astrocita 1 mikroglije, mikroglija je vec¢inski prisutna ispod
monosloja astrocita. Gustina i mikrogije i astrocita je bila ve¢a u TnC+/+ u odnosu na TnC-/- kulture
(p=0,001, p=0,003, Slika 17A,B).

)X42/GFAP/HOE 42/HOE GFAP/HOE

>

001w TnC/- B 35 003
TnC+/+

L

Slika 17. Gustine mikroglije i astrocita su ve¢e u TnC+/+ u odnosu na TnC-/- kulture. Gustina mikroglije (A) i
astrocita (B) u mesovitoj kulturi prikazane pomocu ,,box-whisker* grafikona. Statisticke znacajnosti su odredene t-testom
za nezavisne uzorke. Reprezentativne mikrografije na kojima su imunofluorescentno obelezene mikroglija (OX-42,
zelena), astrociti (GFAP, crvena) i jedra (Hoechst, plavo) su prikazane za oba genotipa (C). Skala =50um; n= 3 nezavisne
kulture
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Na osnovu pilot eksperimenata sa SW u meSovitoj kulturi je zakljuceno da ¢e se pratiti povreda
u 24 i 48h. Pre 24h vrlo mali broj ¢elija ulazi u povredu, a nakon 48h je tesko identifikovati
pojedinacne ¢elije. Primeéeno je da u region povrede prvo ulazi mikroglija dok astrociti ostaju u
grani¢nom regionu i napreduju kao front koji zatvara povredu u kontrolnim grupama. Do 48h oba
tipa Celija se mogu naci u regionu povrede, ali mikroglija je znatno vise prisutna (Slika 18A, C; Slika
19). Dobijeni rezultati su i u skladu sa literaturnim podacima i redosledom dogadaja u tkivu nakon
povrede (Beck et al., 2010; Zhou et al., 2020). Prvo smo pratili lokalizaciju, gustine i proliferaciju
astrocita i mikroglije nakon SW i tretmana FnD. Na staklima sa meSovitom kulturom je izvoden SW
1 tretman pa su 24 i 48h kasnije ¢elije fiksirane i imunofluorescentno obelezavane markerima za
mikrogliju (OX42) i astrocite (GFAP) kao i jedarnim markerom (Hoechst, HOE) i markerom za
proliferaciju ¢éelija (Ki67). Celije su praéene u regionu povrede i grani¢nom regionu koga su &inili
okruzujuéi frontovi astrocita.
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4.2.2 FnD smanjuje gustinu mikroglije u odsustvu TnC i smanjuje stopu
proliferacije mikroglije u oba genotipa u regionu povrede

Gustina mikroglije (Slika 18A; Slika 19) je bila ve¢a u TnC-/- u poredenju sa TnC+/+ kulturama
u obe kontrolne grupe 24h SW i 48h SW (p<0,001), a ostala je povecana i po dodatku FnD u toku
prva 24h nakon SW (p=0,037). U TnC-/- kulturama FnD tretman je smanjio gustinu mikroglije u
prva 24h u poredenju sa 24h SW kontrolom (p<0,001). Gustina mikroglije je bila veca u 48h SW
TnC-/- grupi u poredenju sa 24h SW grupom (p=0,001), ali i u poredenju sa FnD tretiranim grupama
48h SW + FnD i 48h SW: 24h + FnD (p=0,030, p<0,001, redom). U grupi 48h SW + FnD gustina
mikroglije je bila ve¢a nego u 24h SW + FnD (p<0,001), dok je 24h odlozeno dodavanje FnD (48h
SW: 24h + FnD) uzrokovalo gustine mikroglije jednake gustinama u obema FnD grupama. U TnC+/+
kulturama, gustine mikroglije su bile jednake u okviru grupa 24h i 48h i sve 48h grupe su imale ve¢u
gustinu od 24h grupa (p<0,001). Dvosmerna ANOVA je pokazala da su i efekti tretmana i genotipa
bili znacajni (p<0,001) kao i njihova interakcija (p=0,002).

Promene vezane za gustinu mikroglije u grani¢noj zoni su bile manje izraZene nego u regionu
povrede (Slika 20A). U TnC-/-, 24h SW + FnD grupa je imala smanjenu gustinu mikroglije u
poredenju sa 24h SW (p=0,005), 48h SW + FnD (p=0,003), a nije se razlikovala od grupe sa 24h
odlozenim FnD tretmanom. U TnC+/+ grupama nije bilo znacajnih razlika u gustini mikroglije.
Sveukupno, samo je efekat tretmana bio statisti¢ki zna¢ajan (p<0,001).
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Slika 18. FnD smanjuje gustinu i proliferaciju mikroglije, a podiZe gustinu astrocita ne menjajuéi njihovu
proliferaciju u regionu povrede. Mikrografije sa imunofluorescentno obelezenim astrocitima, mikroglijom, jedrima i
proliferiSu¢im jedrima su kori$¢ene za procenu gustine i stope proliferacije ¢elija. Gustina i proliferacija mikroglije su
prikazani pomocu ,,box-whisker” grafikona (A, B), kao i gustina i proliferacija astrocita (C,D) u okviru regiona povrede.
Dvosmerna ANOVA analiza je uradena za utvrdivanje statistiCkih znaCajnosti. Rezultati medusobnih poredenja su na
grafikonima prikazani pomocu slova, pri cemu se grupe koja imaju isto slovo statisticki ne razlikuju medusobno. p
vrednosti su istaknute u tekstu. (Br. Mikrografija= 36 iz 3 nezavisne kulture, po tretmanu, po genotipu).

Udeo proliferisuc¢e mikroglije (Slika 18B; Slika 19) je bio ve¢i u svim TnC-/- grupama u

poredenju sa TnC+/+ grupama (p=0,032 24h SW, p=0,002 24h SW + FnD, p<0,001 48h SW i 48h
SW + FnD), osim sa grupom 48h SW: 24h + FnD. U TnC-/- kulturama, 24h SW + FnD grupa je imala
manji udeo proliferiSsu¢e mikroglije od 24h SW kontrolne grupe (p=0,017). 48h SW grupa je imala
veéi udeo proliferisuce mikroglije u odnosu na 24h SW i sve 48h FnD tretirane grupe (p<0,001). 24h
odlozeno dodavanje FnD je dovelo do jo§ ve¢eg smanjenja proliferacije nego u grupi 48h SW + FnD
(p=0,001), ali je smanjenje bilo jednako kao u grupi 24h SW + FnD. U TnC+/+ grupama, dodavanje
FnD je znac¢ajno smanjilo udeo proliferiSu¢e mikroglije u poredenju sa 24h SW grupom (p<0,001).
48h SW grupa je imala zna€ajno ve¢i udeo proliferiSu¢e mikroglije u odnosu na 24h SW grupu
(p=0,021) i sve 48h FnD tretirane grupe (p<0,001). Statisticki su bili znacajni i efekat tretmana i
genotipa (p<0,001).
U grani¢nom regionu, U TnC-/- 48h SW: 24h + FnD grupa dovodi do smanjenja proliferacije u odnosu
na 48h SW i 48h SW + FnD grupe (p<0,001) (Slika 20B). U TnC+/+ grupama, takode u druga 24h
od povrede obe FnD tretirane grupe (48h SW + FnD i 48h SW: 24h + FnD) dovode do smanjenja
proliferacije mikroglije u odnosu na 48h SW grupu (p<0,001). U grupi 48h SW + FnD

TnC+/+ TnC-/-

2/GFAP/Ki67/HOE 0X42/Ki67/HOE  GFAP/Ki67/HOE
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Slika 19. Reprezentativne mikrografije regiona povrede koje prikazuju razliite gustine i stope proliferacije
mikroglije i astrocita po tretmanu i po genotipu. Mikrografije sa imunofluorescentno obelezenom mikroglijom (OX-
42, zeleno), astrocitima (GFAP, crveno), proliferiSu¢im jedrima (Ki67, magenta) i jedrima (Hoechst, plavo) u regionu
povrede po tretmanu po genotipu. Skala=50um.

vece stope proliferacije mikroglije su bile zabeleZzene u TnC-/- kulturama nego u TnC+/+ kulturama
(p<0,001). Sveukupno, statisticki su bili znacajni efekti genotipa i tretmana (p<0,001), kao i njihova
medusobna interakcija (p=0,010).

4.2.3 FnD ne utice na proliferaciju astrocita, ali podiZe njihovu gustinu u regionu
povrede 48h nakon SW

Samo odsustvo TnC u TnC-/- kulturama svukupno nije imalo efekta na gustinu astrocita (Slika
18C; Slika 19) u kontrolnim grupama 24h SW i 48h SW. U TnC-/- kulturama u toku prva 24h od SW
tretman FnD nije uticao na gustinu astrocita. Grupa 48h SW je imala vece gustine astrocita od grupe
24h SW (p=0,024), a jos vece vrednosti za gustinu astrocita su dostignute u grupama 48h SW + FnD
I 48h SW: 24h + FnD (p<0,001 za sva poredenja). U TnC+/+ kulturama, u toku prva 24h su takode
kontrolna 24h SW grupa i 24h SW + FnD grupa imale iste gustine astrocita. Gustina astrocita je
oc¢ekivano bila veca u grupi 48h SW u odnosu na 24h SW (p<0,001). Do jo$ veceg porasta je doslo
u grupi 48h SW + FnD u odnosu na 24h SW + FnD, i 48h SW (p<0,001, p=0,003), mada je taj porast
bio jednak gustini dostignutoj u grupi 48h SW: 24h + FnD. FnD tretman je znac¢ajno povecao gustinu
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Slika 20. FnD tretman smanjuje gustinu mikroglije u prva 24h nakon SW i smanjuje proliferaciju i mikroglije i
astrocita 48h nakon SW u grani¢nom region. Mikrografije imunofluorescentno obelezene mikroglije, astrocita, jedara
i proliferiSu¢ih jedara su koriS¢ene za procenu gustine i stope proliferacije astrocita i mikroglije. Gustina i proliferacija
mikroglije su prikazani pomocu ,,box-whisker” grafikona (A, B), kao i gustina i proliferacija astrocita (C,D) u grani¢nom
region oko povrede. Dvosmerna ANOVA analiza je uradena za utvrdivanje statisti¢kih znacajnosti. Rezultati medusobnih
poredenja su na grafikonima prikazani pomoc¢u slova, pri ¢emu se grupe koja imaju isto slovo statisti¢ki ne razlikuju
medusobno. p vrednosti su istakntute u tekstu. (Br. mikrografija= 36 iz 3 nezavisne kulture, po tretmanu, po genotipu).

astrocita u TnC -/- u poredenju sa TnC +/+ kulturama u grupama 24h SW + FnD (p=0,007) i 48h
SW: 24h + FnD (p=0,032). Statisticki su bili znacajni i efekat genotipa i tretmana (p<0,001, p=0,017,
redom), kao i njihova interakcija (p=0,037). U grani¢nom regionu u pogledu gustine astrocita (Slika
20C) efekat genotipa je bio sveukupno znacajan (p=0,006). Nije bilo znacajnih razlika u pogledu
vremena i tretmana medu grupama, osim $to su primeéene veée gustine astrocita u TnC-/- kulturama
u odnosu na TnC+/+ u okviru grupa 24h SW (p=0,006) i 48h SW + FnD (p=0,008).

Odsustvo TnC u TnC-/- grupama nije imalo zna¢ajnog efekta na proliferaciju astrocita u region
povrede (Slika 18D; Slika 19) kao ni tretman FnD. U TnC-/- kulturama samo 48h SW grupa je imala
znacajno vece udele proliferiSucih astrocita nego 24h SW (p=0,041). U TnC+/+ kulturama, udeo
proliferiSucih astrocita je bio jednak u okviru 24h 1 48h grupa. Grupa 48h SW je imala vece stope
proliferacije astrocita nego grupa 24h SW (p=0,017), a grupa 48h SW + FnD vece u odnosu na 24h
SW + FnD (p=0,019). Samo je efekat tretmana bio statisticki znacajan (p<0,001).

Sto se ti¢e stope proliferacije astrocita u grani¢nom region (Slika 20D), efekat tretmana je bio
statistiCki znacajan (p<0,001) kao i interakcija genotipa i tretmana (p=0,018). U TnC-/- kulturama
nije bilo razlike u stopi proliferacije izmedu kontrolne 24h SW i FnD tretirane grupe 24h SW + FnD.
U 48h SW grupi stopa proliferacije je bila znacajno veca u odnosu na 24h SW grupu (p<0,001).
Grupa 48h SW + FnD je imala smanjenu stopu proliferacije astrocita u odnosu na 48h SW (p=0,036).
U TnC+/+ kulturama isto nije bilo razlike u stopi proliferacije astrocita u toku prvih 24h. Grupa 48h
SW je imala najvecu stopu proliferacije i znacajno ve¢u od grupe 24h SW (p<0,001), dok je u
grupama 48h SW + FnD i 48h SW: 24h + FnD doslo do smanjenja stope proliferacije u odnosu na
48h SW (p<0,001). U grupi 48h SW: 24h + FnD je bila veca stopa proliferacije u TnC-/- kulturama
u odnosu na TnC+/+ (p=0,006).

4.2.4 Povrsine regiona povrede su bile manje u toku prvih 24h u odsustvu TnC a
tretman FnD nije imao efekta

U TnC+/+ kulturama povrSine povreda su bile manje u 48h u odnosu na 24h kao $to je 1 o¢ekivano
(Slika 21). Odsustvo TnC u TnC-/- 24h SW kontroli je podstaklo brze zatvaranje povreda u odnosu
na TnC+/+ kulture (p<0,001), a potom do 48 h su sve povrsine bile slicne u oba genotipa.
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Slika 21. PovrSine povreda su manje u odsustvu TnC u prvih 24h nakon SW dok FnD tretman nema efekta. , Box-
whisker” grafikoni povrsina povreda su prikazani. Dvosmerna ANOVA analiza je uradena za utvrdivanje statistiCkih
znacéajnosti. Rezultati medusobnih poredenja su na grafikonima prikazani pomocu slova, pri ¢emu se grupe koja imaju
isto slovo statisticki ne razlikuju medusobno. p vrednosti su istakntute u tekstu. (Br. mikrografija= 36 iz 3 nezavisne
kulture, po tretmanu, po genotipu).

Dodavanje FnD nije dovelo do znacajnih razlika u oba genotipa po pitanju povrsine povrede.
U grupi 24h SW + FnD u TnC-/- kulturama povrsina povrede je bila manje od TnC+/+ kultura
(p=0,030). Sveukupno i efekat genotipa i tretmana su bili statisticki zna¢ajni (p=0,001; p<0,001,
redom) kao i njihova interakcija (p=0,005).

4.2.5 Odgovori meSovitih kultura na SW i FnD tretman se rasporeduju u tri
klastera prema gustinama i stopama proliferacija astrocita i mikroglije
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Slika 22. Vreme aplikacije i trajanje FnD tretmana indukuju razli¢ite vrednosti za gustinu i proliferaciju
mikroglije u reginu povrede po genotipu. Odgovori mikroglije i astrocita u meSovitim kulturama na SW i tretman FnD
se rasporeduju u tri klastera u zavisnosti od ¢elijske gustine i proliferacije. Opseg vrednosti za gustine mikroglije i astrocita
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po klasteru je dat u vidu ,,box-whisker” grafikona (A). Opseg vrednosti za stope proliferacije mikroglije i astrocita po
klasteru je dat u vidu ,,box-whisker” grafikona (B). Srednje vrednosti parametara koje predstavljaju centre klastera su
date u tabeli (C). Procentualna zastupljenost klastera po grupi u okviru svakog genotipa je data (D). Hijerarhijska i ,,K-
means” analiza su uradene za raspodelu po klasterima. Klasteri su oznaceni kao 1, 2,13 (A, B,D) i K1, K2 i K3 (C). (Br.
mikrografija= 36 iz 3 nezavisne kulture, po tretmanu, po genotipu).

Gustina i proliferacija mikroglije, kao i gustina i proliferacija astrocita u regionu povrede su
prvo analizirani pojedina¢no, a potom da bi se ustanovio sveukupan efekat SW i tretmana FnD,
vrednosti za sva Cetiri parametra po mikrografiji su posmatrana zajedno. Upotrebom hijerarhijske
Klaster analize i potom ,,K-means” klaster analize, mikrografije su sortirane u tri klastera na osnovu
ova 4 parametra, pri ¢emu su sva 4 parametra statisti¢ki znacajno doprinela sortiranju (p<0,001; Slika
22). Vrednosti za gustine mikroglije i astrocita po klasteru su date na Slici 22A, a vrednosti za stope
proliferacije oba celijska tipa po klasteru su data na Slici 22B. Srednje vrednosti za svaki od 4
parametra koje oznacavaju centre tri klastera su date na Slici 22C. Prvi klaster karakteriSu vece
vrednosti za gustinu mikroglije sa viSim stopama proliferacije uz srednje gustine astrocita 1 vise
njihove stope proliferacije. Drugi klaster se takode odlikuje viSim gustinama mikroglije, ali sa nizim
stopama proliferacije, sa najviSim gustinama astrocita koji imaju takode visoke stope proliferacije. U
tre¢em klasteru su zastupljene najnize vrednosti za gustine i proliferacije oba tipa ¢elija. Na Slici 22D
je prikazana raspodela slika za svaki tretman u okviru tri klastera po genotipovima.

U prva 24h, odsustvo TnC u TnC-/- kulturama je dovelo do jednake raspodele slika u klasterima
jedan i tri u poredenju sa TnC+/+ kulturama gde je klaster tri bio najzastupljeniji (Slika 22D). Bez
TnC, gustine 1 stope proliferacije mikroglije su bile ¢es¢e vise u poredenju sa TnC+/+ kulturama.
Razlika nije bila tako ocigledna sa astrocitima jer su u toku prva 24h bili inace vrlo retki u regionu
povrede (Slika 19). Dodatak FnD je doveo do vece distribucije u treCem klasteru usled smanjenja
gustine mikroglije 1 njihovih stopa proliferacije. Efekat je bio vise izrazen u TnC+/+ kulturama S$to
ukazuje na sinergisticki efekat dodatog FnD i endogeno eksprimiranog TnC. U 48h, odsustvo TnC u
TnC-/- kulturama je zna¢ajno povecalo zastupljenost prvog klastera koji odlikuju najveca gustine i
proliferacija mikroglije, dok su u TnC+/+ kulturama klaster jedan i dva bili jednako zastupljeni.
Dodatak FnD je u 48h povecao zastupljenost klastera usled povecanja gustine astrocita u regionu
povrede u 48h (Slika 19). U slucaju 24h odlozenog dodavanja fragmenta FnD (48h SW: 24h + FnD),
mikrografije su bile jednako rasporedene u drugom i treCem klasteru bez ucesca prvog klastera.
OdloZeni FnD tretman je po uc¢inku izbalansirao efekte 24 i 48h prisutnog FnD.

4.2.6 FnD indukuje morfologiju aktivirane mikroglije u regionu povrede

Jedanaest morfoloSkih parametara je analizirano za svaku odabranu ¢eliju u regionu povrede.
Celije su potom klasterovane na osnovu svih jedanaest parametara u dva klastera, svi parametri su
statisti¢ki znacajno doprineli klasterovanju (p<0,001, za sve osim za solidnost, p=0,020; Slika 23D,
Tabela 7). Za vecinu parametara srednje vrednosti su bile manje u prvom klasteru, osim za ¢elijsku
cirkularnost, indeks odnosa Sirine i visine i solidnost. Ispunjeni oblici reprezentativnih ¢elija za svaki
Klaster su prikazani na Slici 23D. Odsustvo TnC je povecalo zastupljenost drugog klastera u
poredenju sa TnC+/+ kulturama, ali prvi klaster je i dalje bio predominantan. Nakon FnD tretmana,
tanji i izduZeni nastavci mikroglije su poceli da se spajaju a citoplazma je ispunjavala prostore
izmedu, ¢ime su nastali zadebljali nastavci i doslo je do sveukupnog povecanja povrsine ¢éelija. Na
povrsini ¢elija se pojavilo znatno vise tankih filopodija §to je uzrokovalo povecanje perimetra i
indeksa hrapavosti. Tri parametra, sa najizrazenijim razlikama, celijska povrS§ina, perimetar i
hrapavost su predstavljeni na Slici 23A-C, dok su preostalih 8 parametara dati na Slici 24.
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Slika 23. FnD tretman indukuje aktiviranu morfologiju mikroglije u regionu povrede. ,,Box-whisker” grafikoni koji
prikazuje povrSinu mikroglijalnih ¢elija (A), perimetar (B) i indeks hrapavosti (C). Dvosmerna ANOVA analiza je
uradena za utvrdivanje statistiCkih znacajnosti. Rezultati medusobnih poredenja su na grafikonima prikazani pomocu
slova, pri ¢emu se grupe koja imaju isto slovo statisticki ne razlikuju medusobno. p vrednosti su istaknute u tekstu.
Mikroglijalne ¢elije su podeljene u dva klastera na osnovu jedanaest morfoloskih parametara po celiji (Tabela 7).
Prikazana je procentualna zastupljenost klastera po grupi u okviru svakog genotipa, ukljucujuéi i reprezentativne oblike
¢elija koje su odabrane kao ¢lanovi klastera sa najmanjom udaljenos$¢u od centra klastera (D). Klasteri su obelezeni kao
1i2 (D). (Br. ¢elija= 12 iz 3 nezavisne kulture, po tretmanu, po genotipu).
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Tabela 7. Srednje vrednosti ispitivanih morfoloskih parametara mikroglije

Parametar Klaster | Klaster | Parametar Klaster | Klaster
1 2 1 2
Povrsina ¢elije 708,46 1174,91 | Indeks hrapavosti 2,56 3,98
Perimetar 453,57 903,94 Fraktalna dimenzija 1,21 1,30
Cirkularnost 0,05 0,02 Lakunarnost 0,29 0,33
Qdnos Sirine 1 duzine | 2,44 1,68 Povrs$ina konveksnog trupa | 1803,64 | 3421,44
Zaobljenost 0,49 0,64 Perimetar konveksnog | 174,84 225,67
trupa
Solidnost 0,40 0,35

4.2.6.1 FnD tretman dovodi do uvecanja povrSine mikroglije, a odsustvo TnC ima istu
tendenciju

Povrsine mikroglijalnih ¢elija su bile sli¢ne u proseku u oba genotipa, ali u odsustvu TnC
postojala je tendencija ka ve¢im povrSinama (Slika 23A). Dodatak FnD u prva 24h nije imao znac¢ajan
efekat u TnC-/- kulturama, ali je doveo do povecanja povrsina ¢elija u TnC+/+ kulturama u poredenju
sa kontrolnom 24h SW grupom (p=0,001). U 48h u kontrolnim grupama celijske povrsine su bile
sli¢ne onim u 24h SW grupama u oba genotipa. U TnC-/- kulturama, u grupama 48h SW + FnD i 48h
SW: 24h + FnD je doslo do povecanja povrsine ¢elija u odnosu na 48h SW grupu (p<0,001, p=0,003,
redom), a sve FnD tretirane grupe su bile medusobno jednake. U TnC+/+, tretman 48h SW + FnD je
prouzrokovao vece povrsine ¢elija u poredenju sa 48h SW grupom kao i u odnosu na druge dve FnD
tretirane grupe, 24h SW + FnD i 48h SW: 24h + FnD (p<0,001, p=0,045, p=0,017, redom). Grupa
48h SW: 24h + FnD je imala vece povrsine ¢elija u odnosu na 48h SW grupu (p=0,003), a sli¢ne
povrsine grupi 24h SW + FnD. Sveukupno, samo je tretman bio statisti¢ki znac¢ajan (p<0,001).

4.2.6.2 FnD tretman je poruzrokovao povecanje perimetra mikroglijalnih éelija

Perimetri mikroglijalnih ¢elija (Slika 23B) su bili slicni medu kontrolnim grupama oba
genotipa, mada je primeéeno da u odustvu TnC u TnC-/- kontrolnoj grupi postoji tendencija ka ve¢im
perimetrima. U TnC-/- kulturama dodatak FnD nije doveo do znacajnih promena u toku prva 24h, ali
kasnije je doveo do povecanja perimetra mikroglije u grupama 48h SW + FnD i 48h SW: 24h + FnD
u odnosu na grupu 48h SW (p=0,010, p=0,023, redom). U svim FnD tretiranim grupama u TnC-/-
genotipu, ¢elijski perimetri su bili sliéni. U TnC+/+ kulturama, FnD je uticao na povecanje perimetra
u grupi 24h SW + FnD u odnosu na 24h SW (p=0,023), a grupe 48h SW + FnD i 48h SW: 24h + FnD
su imale veci perimetar od 48h SW (p<0,001). Takode, ni ovde nije bilo razlika u perimetru medu
FnD tretiranim grupama.

4.2.6.3 FnD tretman je povecao indeks hrapavosti ¢elija u TnC+/+ kulturama dok su TnC-/-
¢elije inicijalno imale povecan indeks hrapavosti

Odsustvo TnC je omogucilo vece indekse hrapavosti mikroglije (Slika 23C) u kontrolnoj 24h
SW grupi u poredenju sa TnC+/+ kulturama (p=0,008). FnD tretman nije imao dodatni u¢inak u TnC-
/- kulturama. S druge strane, u TnC+/+ kulturama 24h SW + FnD grupa je imala veci indeks
hrapavosti od grupe 24h SW (p=0,001). Nije bilo razlike medu grupama 24h SW i 48h SW, ali grupe
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48h SW + FnD i 48h SW: 24h + FnD su imale ve¢i indeks hrapavosti od grupe 48h SW (p=0,009,
p=0,001).
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Slika 24. Dodatni morfometrijski parametri mikroglijalnih éelija u regionu povrede. ,,Box-whisker” grafikoni
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(E), perimetar konveksnog trupa (F), fraktalne dimenzije (G), lakunarnost (H). Dvosmerna ANOVA analiza je uradena
za utvrdivanje statistickih znacajnosti. Rezultati medusobnih poredenja su na grafikonima prikazani pomoc¢u slova, pri
¢emu se grupe koja imaju isto slovo ne razlikuju medusobno.

4.2.7 FnD tretman dovodi do povecanja nivoa proinflamatornih citokina TNF-a i
IL-1P u meSovitoj kulturi

Da bi se dalje ispitao reaktivni profil glijalnih ¢elija nakon SW i FnD tretmana, Tnf-a 1 IL-1
su ispitani na nivou iRNK ekspresije kao 1 na nivou koncentracija citokina oslobodenih u medijum
(Slika 25). U odsustvu TnC nivoi Tnfa iIRNK su bili nizi nakon 6h i u intaktnoj i u SW kontrolnoj
grupi u odnosu na TnC+/+ genotip (p=0,008, p=0,003, redom; Slika 25A). Kasnije nisu primecene
razlike medu genotipovima u ovim grupama. U okviru genotipova, intaktna i SW grupa su imale
sli¢ne vrednosti u 6h 1 30h, a sve FnD tretirane grupe su pokazale znacajno povecanje iRNK nivoa u
poredenju sa svim netretiranim grupama (p<0,001). U oba genotipa najvece povecanje je zabeleZeno
u grupi 30h SW: 24h + FnD u poredenju sa grupama 6h SW + FnD i 30h SW + FnD (p<0,001). Grupa
6h SW + FnD je imala i statisticki znacajno povecéanje i u odnosu na 30h SW + FnD u TnC+/+ i TnC-
/- (p=0,002, p<0,001, redom). Sveukupno, i genotip i tretman su bili zna¢ajni (p=0,032, p<0,001,
redom) u pogledu nivoa Tnfa iIRNK.
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Slika 25. FnD tretman podiZe nivoe proinflamatornih citokina TNF-a i IL-1p. Relativna promena ekspresije Tnfa
iIRNK (logz) (A) i relativna promena 111b iRNK (logz) (B) su prikazani u vidu ,,box-whisker” grafikona. Koncentracije
citokina oslobodenih u medijum su prikazane pomocu ,,box-whisker” grafikona za TNF-a (C) i IL-1$ (D). Dvosmerna
ANOVA analiza je uradena za utvrdivanje statistickih znacajnosti. Rezultati medusobnih poredenja su na grafikonima
prikazani pomocu slova, pri ¢emu se grupe koje imaju isto slovo statisti¢ki ne razlikuju medusobno. p vrednosti su
istaknute u tekstu. (n= 3 nezavisne kulture, analize radene u duplikatu).

IRNK nivoi IL1b su takode inicijalno bili ve¢i u TnC+/+ kulturama u 6h intaktnoj grupi i 6h
SW nego u TnC-/- kulturama (p=0,029, p=0,001, redom; Slika 25B). Nisu primecene razlike u
intaktnim 1 SW grupama medu genotipovima u 30h i sve FnD tretirane grupe su medusobno bile
jednake ali su imale znacajno povecane nivoe iRNK za 111b u odnosu na netretirane grupe (p<0,001).
Statisticka analiza iRNK Il1b je pokazala da su sveukupno i genotip i tretman znacajni (p=0,002,
p<0,001, redom).

Koncentracija citokina oslobodenih u medijum je procenjena ELISA metodom. U slucaju Tnf-
a, nisu primecene razlike izmedu genotipova i samo je tretman bio statisticki znacajan (p<0,001,
Slika 25C). Intaktne i SW grupe su imale sli¢ne koncentracije u svim vremenskim tackama, a sve
FnD tretirane grupe su imale viSe koncentracije (p<0,001) nije bilo znacajne razlike medu njima.

U toku prvih 24h u svim grupama u oba genotipa slicne koncentracije IL-1p su bile oslobodene
u medijum (Slika 25D). U 48h koncentracija IL-1f se nije promenila u intaktnoj grupi u oba genotipa
i ostala je jednaka koncentracijama iz 24h. Nasuprot tome, diskrepanca je primeé¢ena u TnC+/+ grupi
izmedu FnD grupa 48h SW + FnD i 48h SW: 24h + FnD i kontrolne 48h SW grupe jer su
koncentracije IL-1p opale u kontrolnoj grupi, a porasle u FnD tretiranim grupama (p=0,004,
p=0,002, redom). Ista tendencija je primeéena i u TnC-/- genotipu, ali nije bilo statistickih
znacajnosti. Sveukupno, samo tretman je bio znaéajan (p<0,001).

4.2.8 FnD tretman poveéava nivoe ekspresije iINOS u skladu sa proinflamatornim
fenotipom

U pogledu nivoa ekspresije iNOS iRNK (logz) (Slika 26A), sve intaktne i SW grupe su imale
nize relativne nivoe ekspresije iRNK u poredenju sa svim FnD tretiranim grupama (p<0,001). Nije
bilo razlika medu genotipovima. Samo je tretman bio statisticki znac¢ajan (p<0,001). U grupi 48h SW:
24h + FnD u oba genotipa, jaka iINOS imunoreaktivnost je prime¢ena u pojedinim mikroglijalnim
¢elijama predominantno u regionu povrede na ¢elijskom telu i nastavcima (Slika 26C , samo TnC+/+
genotip prikazan).

Relativna promena ekspresije Argl iRNK (logz) je bila sli¢na u proseku u svim grupama u oba
genotipa osim u grupi 30h SW + FnD (Slika 26B). U TnC+/+, ova grupa je imala najvise nivoe Argl
iRNK u poredenju sa svim drugim grupama (p<0,001). Ovo povecanje je bilo znacajno vece i u
odnosu na istu grupu u TnC-/- genotipu (p=0,019). U TnC-/-, u 30h SW + FnD grupi Argl iRNK
nivo je bio povecan u odnosu na 6h SW + FnD, 30h SW, 30h SW: 24h + FnD (p=0,010, p=0,002,
p=0,001). I genotip i tretman su bili znacajni (p=0,022, p<0,001, redom).

4.2.9 FnD povecava udeo prekursorske u odnosu na zrelu izoformu 1 integrina

Interakcijom sa ¢elijskim receptorima integrinima, TnC uti¢e na njihovu adheziju, proliferaciju,
migraciju i signalizaciju i produkciju citokina (Sriramarao et al., 1993). Stoga smo odlucili da
ispitamo ekspresiju B1 integrina nakon povrede i dodavanja FnD u meSovitim kulturama astrocita i
mikroglije.

Ekspresija B1 integrina je analizirana metodom Western blot. Primecene su i potpuno glikozilovana
traka na 130kDa kao i parcijalno glikozilovana traka na 115kDa (Slika 27A). Analiziran je odnos
prekursorske i zrele forme (Slika 27B). Sve intaktne 1 SW grupe u oba genotipa su imale sli¢an odnos
sa ve¢om ekspresijom zrele forme. Medutim, sve grupe tretirane sa FnD su imale ve¢u ekspresiju
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Slika 26. FnD tretman povecava ekspresiju iNOS u svim vremenskim tackama, a ekspresiju Argl samo 30h nakon
SW. ,,Box-whisker” grafikon relativne iNOS iRNK (log2) promene ekspresije(A) i relativne Argl iRNK (logz) promene
ekspresije (B). Dvosmerna ANOVA analiza je uradena za utvrdivanje statistickih znacajnosti. Rezultati medusobnih
poredenja su na grafikonima prikazani pomocu slova, pri ¢emu se grupe koja imaju isto slovo ne razlikuju medusobno. p
vrednosti su istaknute u tekstu. (n= 3 nezavisne kulture, analize radene u duplikatu) Reprezentativne mikrografije
imunofluorescentno obeleZzene mikroglije (OX-42, zeleno), astrocita (GFAP, crveno), iNOS (cijan), jedara (Hoechst,
plavo) (C). Jaka imunoreaktivnost je prime¢ena samo na pojedinim mikroglijalnim ¢elijama u regionu povrede U grupi
48h SW: 24h + FnD u oba genotipa (prikazan samo TnC+/+). Skala = 50um

prekursorske forme. Najvise vrednosti prekursorske forme su dostignute u grupi 48h SW + FnD, a
pogotovo u TnC+/+ genotipu. U TnC+/+ genotipu, 24h SW + FnD grupa je imala veéi odnos nego
24h SW grupa (p=0,002). U grupama sa 48h prisutnim FnD i sa 24h odlozeno dodatim FnD odnos je
bio povecan u poredenju sa grupom 48h SW (p<0,025, p<0,001, redom). Grupa 48h SW + FnD je
takode imala vece nivoe prekursorske izoforme nego grupa 24h SW + FnD (p<0,001). U TnC-/-,
grupa 24h SW + FnD je imala ve¢i odnos nego grupa 24h SW (p=0,005), a obe grupe 48h SW + FnD
i 48h SW: 24h + FnD su imale ve¢i udeo prekursorske forme u poredenju sa 48h SW (p=0,001,
p=0,002, redom). Grupa 48h SW + FnD je imala viSe vrednosti prekursorske forme u TnC+/+ u
odnosu na TnC-/- genotip (p<0,001). Sveukupno i genotip i tretman su bili statisti¢ki znacajni, kao i
njihova interakcija (p=0,043, p<0,001, p=0,002, redom). TnC, a posebno FnD nije indukovao
promene u pogledu ekspresije B3 integrina u odnosu na poziciju ili intenzitet traka.
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Slika 27. FnD tretman povecava udeo prekursorske u odnosu na zrelu izoformu p1 integrina. Reprezentativna
membrana je pokazana za B1 integrin i odgovaraju¢i B-aktin (A). ,,Box-whisker” grafikon odnosa prekursorske prema
zreloj izoformi B1 integrina (B). Dvosmerna ANOVA analiza je uradena za utvrdivanje statistickih znacajnosti. Rezultati
medusobnih poredenja su na grafikonima prikazani pomocu slova, pri ¢emu se grupe koja imaju isto slovo ne razlikuju
medusobno. p vrednosti su istaknute u tekstu. (n= 3 nezavisne kulture).

4.2.10 FnD izaziva pojavu specificnih monomernih P2Y12R traka

P2Y12R na povrs$ini mikroglije je usko povezan sa njenim brzim promenama morfologije u
povredi usled interakcije sa oslobodenim ATP, stoga smo ispitali efekat FnD u modelu povrede u
mesSovitoj kulturi astrocita i mikroglije na ekspresiju P2Y12R metodom Western blot. U svim
grupama tretiranim FnD, bez obzira na vreme, primeceno je prisustvo traka na oko 35kDa koje
odgovaraju monomerima P2Y12R (Slika 28). Dodatno, u opsegu dimera (oko 60kDa), po dve trake
su bile vidljive, a u FnD tretiranim grupama gornje trake su bile veéeg intenziteta. Ovaj efekat je bio
izrazeniji u TnC+/+ kulturama. Nasi rezultati ukazuju na to da po FnD tretmanu dolazi do de novo
pojave monomernih P2Y12R traka dok se u nivou dimera deSavaju rearanzmani. Ispitali smo i
ekspresiju P2Y13R, ali trake su bile uniformne bez obzira na FnD tretman (rezultati nisu prikazani).
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Slika 28. Pojava specifi¢nih P2Y12R monomernih traka nakon FnD tretmana. Reprezentativna membrana je
prikazana za P2Y 12R i odgovarajuci B-aktin. Plava strelica ukazuje na pozicije monomernih traka na oko 35kDa. Dodatne
trake se pojavljuju samo sa FnD tretmanom. Crvena strelica ukazuje na dve trake u nivou dimera na oko 60kDa P2Y12R.
U grupama tretiranim FnD, gornje trake su jaceg intenziteta (efekat izrazeniji u TnC+/+ kulturama). n=3 nezavisne kulture

54



5. Diskusija

Vancelijski glikoprotein TnC je visoko eksprimiran kod ki¢menjaka tokom embrionalnog
razvica, a potom u tkivima koja se intenzivno remodeluju, kao u slu¢aju reparacije nakon povrede
(Jakovcevski et al., 2013; Marzeda & Midwood, 2018; K. S. Midwood & Orend, 2009; Tucker &
Chiquet-Ehrismann, 2009). Zahvaljuju¢i multimodularnosti, visoko regulisanoj prostornoj i
vremenskoj ekspresiji i brojnim vezivnim partnerima, ostavaruje mnostvo funkcija. Nakon povreda
CNS astrociti ga intenzivno sintetiSu i 0Slobadaju u ECM astrociti (Laywell et al., 1992; Wiese et al.,
2012). TnC izoforme sa manjom molekulskom masom (<200 kDa) ne sadrze alternativno prekrojene
domene 1 uglavnom su prisutne u fizioloskim uslovima, dok izoforme sa ve¢om molekulskom masom
(>200kDa) sadrze bar jedan alternativno iskrojen domen i njihova ekspresija je povecana u tumorima
i nakon povreda (Giblin & Midwood, 2015; Okada & Suzuki, 2021).

Pokazano je da je oporavak lokomotornih funkcija nakon povrede kicmene mozdine u TnC-/-
miSevima redukovan u poredenju sa TnC+/+, dok je prekomerna ekspresija FnD (fragmenta TnC)
dovela do poboljsane regeneracije(J. Chen et al., 2010). Ovi nalazi se slazu i sa prethodnim
literaturnim podacima da TnC, a posebno FnD pomazu razrastanje neurita i prezivljavanje neurona
(Lochter & Schachner, 1993; Meiners et al., 2001).

U ovoj doktorskoj disertaciji smo ispitivali efekte TnC i njegovih fragmenata na misje glijalne
¢elije u modelu povrede in vitro i in vivo. U kulturi kortikalnih astrocita, egzogeno dodavanje
razli¢itih fragmenta TnC dovelo je do usporavanja zatvaranja povrede, velikim delom usled
redukovanja stope proliferacije astrocita. Najizrazeniji efekat uofen je nakon tretmana sa
fragmentima FnD, FnA i Fn(D+A). Kulture astrocita izolovane iz TnC-/- miSeva su imale povecanu
ekspresiju GFAP na proteinskom i genskom nivou, nezavisno od tretmana. Tretiranje fragmentima
dovelo je i do povecane sinteze proinflamatornih citokina u kulturi astrocita. In vivo, ispitali smo
delovanje fragmenata TnC u ranim fazama zarastanja kompresione povrede ki¢mene mozdine
TnC+/+ i TnC-/- miSeva i pokazali da tretman fragmentima FnD i kombinacijom Fn(D+A) dovodi
do pojave razlika medu genotipovima, u vidu povecane ekspresije GFAP u regionu povrede u TnC+/+
misevima. FnD tretman TnC-/- miseva je doveo do povecane gustine aktivirane mikroglije/makrofaga
u regionu povrede, dok ukupna stopa proliferacije ¢elija nije bila promenjena.

Na osnovu ovih rezultata odlucili smo da dalje ispitamo efekat FnD u modelu povrede u
mesovitoj kulturi astrocita i mikroglije. Pokazali smo da ¢elije mikroglije u TnC-/- kulturama ulaze
u vec¢em broju u region povrede i imaju veéu stopu proliferacije u odnosu na TnC+/+kulture, dok se
astrociti koncentriSu u grani¢nom regionu i omogucavaju brze zatvaranje povrede. Stopa proliferacije
mikroglije znacajano je redukovana nakon tretmana FnD. Gustina mikroglije je takode redukovana,
delom usled redukovane proliferacije kao i migracije i kontaktne inhibicije izmedu uvec¢anih FnD
tretiranih ¢elija. Morfologija FnD tretirane mikroglije je bila nalik proinflamatornim ¢elijama, a u
prilog ovakvom fenotipu govori i povecana ekspresija iNOS u ovim ¢elijana nakon FnD tretmana.
Efekat FnD na astrocite je bio drugaciji. Naime, FnD nije uticao na proliferaciju astrocita u regionu
povrede ali je stimulisao migraciju reaktivnih astrocita u region povrede nakon 48h. Povecana
ekspresija i oslobadanje TNF-o i IL-1B nakon tretmana FnD ukazao je na sveukupni razvoj
inflamacije. Osim toga, uocena je i povecana ekspresija prekursorske trake za B1 integrin 1 pojava
monomernih traka P2Y12R nakon FnD tretmana koje dodatno razjaSnjavaju ulogu ovog TnC
fragmenta u promeni morfologije 1 pokretljivosti ¢elija.

Sveukupno rezultati ove studije ukazuju na kompleksnu i raznovrsnu uogu TnC, a posebno FnD
u tekucoj inflamaciji nakon povrede i spaciotemporalnoj organizaciji regiona povrede i neposrednog
okruzenja.
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Ekspresija i oslobadanje TnC u kulturi astrocita pokazana je u nekoliko studija. Nishio i kolege
su pokazali dvofazno oslobadanje TnC u medijum u dugotrajnim primarnim kulturama gde su uo¢ili
prvi visoki skok oslobadanja nakon 4h i drugi, nizi skok 48h nakon indukovanja astroglioze (Nishio
et al., 2003). Takode, ispitivali su oslobadanje TnC u medijum od strane astrocita u kulturi nakon SW
i primetili su otpustanje najvece TnC izoforme sa maksimumom oko 12h nakon povrede (Nishio et
al., 2005).

S obzirom na uocene razlike medu genotipovima u nasim eksperimentima, mozemo zakljuciti
da se odredena forma TnC sintetisala i oslobadala u nasim TnC+/+ kulturama do 24h nakon povrede.
Diskrepanca izmedu genotipova je bila izrazenija u modelu meSovite kulture, dok je u slucaju Ciste
kulture astrocita tretman bio znacajniji od efekta genotipa. Kako se povecanje nivoa TnC ekspresije
oc¢ekuje nakon povrede, u eksperimentima na meSovitim kulturama koje su analizirane do 48h,
smatrali smo da je odlozeno dodavanje FnD fizioloSki pribliznije in vivo situaciji. Ovaj 24h odloZen
tretman je doveo do pojaCavanja efekata primecenih u TnC-/- kulturama, a nije imao efekat u
TnC+/+kulturama.

lako in vitro modelima povrede nedostaju brojne komponente prisutne in vivo (Yoo et al.,
2016), Cesto se koriste za proucavanje patofizioloskih procesa akutne i subakutne faze povrede, jer
omogucavaju preciznu kontrolu uslova i lako dostupan i ponovljiv pristup pojedina¢nim ¢elijama
(Goshi et al., 2020; Slovinska et al., 2016).

Celijska migracija i proliferacija su glavni mehanizmi kroz koje se tkivo obnavlja i ponovo
naseljava nakon povrede (Cavanagh, 1970; Giordana et al., 1994; Latov et al., 1979; Liddelow et al.,
2020; K. S. Midwood & Orend, 2009; Rhodes et al., 2003). Za TnC se pokazalo da ima i adhezivne
i antiadhezivne efekte za razlicite Celije usled razlicite funkcije njegovih domena, postojanja
viSestrukih partnera za vezivanje i naknadne nizvodne unutarcelijske signalizacije (Chiquet-
Ehrismann, 1991; Scholze et al., 1996). Istovremeno postojanje pro- i anti- adhezivnih funkcija je
osnova procesa Celijske migracije. Kada su razli¢iti domeni TnC analizirani pojedina¢no, Fnl-3
ponovci su prepoznati kao mesta za promociju vezivanja ¢elija, zajedno sa Fn7,8 i FG motivom na
C-terminusu, a za Fn1-3 domen je pokazano da podrzava rast i diferencijaciju cerebelarnih neurona
in vitro (Gotz et al., 1996). S druge strane, EGFL ponovcima, Fn4-5 i alternativno prekrojenom
regionu se uglavnom pripisuju anti-adhezivna svojstva (Gotz et al., 1996; Prieto et al., 1992; Scholze
et al., 1996). Za TnC, a pogotovo za FnB i FnD je pokazano u razli¢itim studijama da promovisu
razrastanje neurita (Crossin et al., 1990; Faissner, 1997; Gotz et al., 1996; Husmann et al., 1992;
Lochter & Schachner, 1993). Odavno je ustanovljeno da TnC, a posebno njegovi alternativno
prekrojeni domeni indukuju dozno-zavisnu redukciju fokalne adhezije, kao Sto je prvo pokazano u
slu¢aju govedih endotelnih celija(Murphy-Ullrich et al., 1991) i to posredovano vezivanjem za
aneksin Il (Chung & Erickson, 1994). Chung i kolege su takode prijavili da gubitak fokalne adhezije
nakon vezivanja FnA-D za aneksin II podsti¢e ¢elijsku migraciju u sluc¢aju indukovane povrede u
endotelijalnoj ¢elijskoj liniji (Chung et al., 1996).

Dualni efekti TnC su prijavljivani i u pogledu ¢elijske proliferacije. Naime, poznato je da TnC
promovise proliferaciju u kanceru, ali suprimira ili inhibira u slu¢aju fibroblasta (Yoshida et al.,
2015). Dok konstitutivno eksprimirani domeni Fnl-5 i 6-8 promovisu adheziju i proliferaciju
humanih hematopoetskih celija (Seiffert et al., 1998), u ovoj studiji smo primetili smanjenje
proliferacije astrocita u grani¢nom regionu povrede nakon tretmana fragmentima FnA, FnD, Fn6-8 i
EGFL. Crossin i kolege su pokazali da egzogeno dodat TnC inhibira proliferaciju fibroblasta in vitro,
¢ak 1 u prisustvu mitogenih stimulatora kao Sto su faktori rasta i promoteri tumora izazivajuéi ranu
inhibiciju unutar alkalinizacije koja se deSava pri mitogenoj stimulaciji (Crossin, 1991). Druga studija
je pokazala da TnC inhibira adheziju i proliferaciju fibroblasta zavisnih od usidrenja tako $to redukuje
aktivnost ciklin-zavisne kinaze 2 i zaustavlja ¢elije u G1/S fazi ¢elijskog ciklusa, interferirajuéi sa
fibronektin-sindekan -4 interakcijama (Orend et al., 2003).
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U ovoj studiji, nedostatak TnC u TnC-/- u poredenju sa TnC+/+ kulturama izolovanih astrocita
u 24h od povrede doveo je do povecéane proliferacije u astrocitnom frontu, ali kako je povreda sporije
zarastala, moze se zakljuciti da ovaj nedostatak na neki nacin inhibirao migraciju astrocita u sam
region povrede i da su se oni koncentrisali u grani¢cnom regionu. Nedostatak TnC u TnC-/- u
poredenju sa TnC+/+ meSovitim kulturama u prva 24h od povrede je slicno doveo do poveéane
gustine astrocita u grani¢nom regionu, iako ovde nije primecena promena u stopi proliferacije.
Nedostatak TnC u meSovitim kulturama u toku prva 24h od povrede nije uticao na gustinu i
proliferaciju astrocita u regionu povrede u kome ih je svakako u ovom periodu bilo daleko manje u
odnosu na mikrogliju, dok je znatno povecao i gustinu i proliferaciju mikroglijalnih ¢elija. Kako je u
slu¢aju mesovitih kultura u 24h od povrede uoceno brze zatvaranje povrede u TnC-/- u odnosu na
TnC+/+ kulture, moze se zakljuciti da na migraciju astrocitnog fronta u mesovitoj kulturi o¢igledno
uti¢e neka komponenta koja izostaje u Cistim kulturama astrocita. To mogu biti same mikroglijalne
¢elije, sekretovani citokini, hemoatraktanti, ali i diferencijalna ekspresija receptora na astrocitima u
Cistim 1 meSovitim kulturama. Fragmenti TnC, egzogeno dodati u Cistim kulturama astrocita, su
usporavali zatvaranje povrede i smanjivali proliferaciju u astrocitnom frontu u prva 24h od povrede.
FnD u mesovitoj kulturi u granicnom regionu povrede je takode doveo do smanjenja proliferacije
astrocita mada nesto kasnije, u periodu druga 24h od povrede.

Sto se ti¢e mikroglije, odustvo TnC u TnC-/- meSovitim kulturama je promovisalo proliferaciju
1 najverovatnije migraciju mikroglije u region povrede jer je njihova gustina bila veca u odnosu na
TnC+/+ kulture. Ovaj efekat je izostao u grani¢nom regionu. Sa FnD tretmanom, stopa proliferacije
mikroglije je bila redukovana u regionu povrede tokom 48h nakon SW, a u grani¢nom regionu tek u
druga 24h od povrede. Tretman FnD je redukovao i gustinu mikroglije u regionu povrede tokom 48h
U TnC-/- kulturama, smanjivsi njihovu proliferaciju ali potencijalno i migraciju dok nije imao uticaja
na gustinu astrocita tokom prva 24h ali je intenzivno promovisao njihovu migraciju u region povrede
u druga 24h nakon SW.

In vivo nije primecena razlika izmedu TnC-/- i TnC+/+ miSeva u ukupnoj stopi proliferacije
¢elija u regionu povrede u 7. danu od povrede. [zostanak razlika se moZe pripisati prisustvu brojnih
drugih ¢elijskih tipova na ¢iju proliferaciju TnC tj. njegovo odsustvo moze uticati diferencijalno usled
razli¢itih eksprimiranih receptora, ili viemenskom periodu u kome je efekat posmatran.

Medu najvaznijim vezivnim partnerima TnC su integrini, transmembranski receptori koji su
ukljuceni u interakcije celija sa drugim celijama i ECM i koji modulisu celijski rast, adheziju,
migraciju, proliferaciju, signalizaciju i produkciju citokina (Sriramarao et al., 1993). Za kombinacije
heterodimera integrina 02/7/8/9B1 i avB1/3/6 se zna da posreduju u signalizaciji izmedu celija 1
TnC(Yoshida et al., 2015). Interakcije sa a9B1 i aVB3 promovisu celijsku proliferaciju, a migracija
je i stimulisana i inhibirana ovim interakcijama. Za a7p1 je pokazano da se specifi¢no vezuje za FnD
i promovise razrastanje cerebelarnih granularnih neurona (Tucker & Chiquet-Ehrismann, 2015). U
ovoj studiji, uocili smo dve trake B1 integrina u meSovitim kulturama astrocita i mikroglije, koje
odgovaraju literaturno opisanim izoformama 1 integrina:115kDa parcijalno glikozilovana i 130 kDa
zrela izoforma. Dodatak FnD je u nasim eksperimentima indukovao znacajno vecu ekspresiju
prekursorske izoforme. Jedna studija je prijavila da prekomerna ekspresija Nm23 metastatskog
supresornog gena u Celijskoj liniji hepatokarcinoma rezultuje dvema tipicnim PB1 integrinskim
trakama kao i da je povecana ekspresija prekursorske trake u odnosu na zrelu formu (She et al., 2010).
Ovaj efekat je pripisan naruSenoj glikozilaciji Blintegrinskog prekursora §to je potom smanjilo nivo
eksprimiranog B1lintegrina na povrsini ¢elije 1 rezultovalo smanjenom interakcijom sa fibronektinom,
narusenom fokalnom adhezijom, formiranjem aktinskog citoskeleta i ¢elijskom migracijom. Integrini
stalno prolaze kroz endocitotski put recikliranja Sto je osnova procesa celijske adhezije 1 migracije
(Moreno-Layseca et al., 2019). Pokazano je da su mesta za N-glikozilaciju na monomerima integrina
esencijalna za internalizaciju, jer su u njihovom odsustvu internalizacija i Sirenje ¢elija po podlozi
bili inhibirani, a promovisana je fokalna adhezija (Hang et al., 2017; Isaji et al., 2009). Sindekan-4 i
aneksin Il koji su poznati vezivni partneri TnC su takode identifikovani i kao neki od kljuénih
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kontrolora integrinskog reciklaznog puta(Morgan et al., 2013; Rankin et al., 2013). Kroz aktivnost
proteolitickih enzima 1 konformacione promene, inace skrivena mesta proteina ECM bivaju seCena
na bioloski aktivne fragmente, poznate jo$ i kao matrikriptine. Za fibronektin je poznato da ima
FNII14, 22-merni matrikrptin koji suprimira Bl-integrinom posredovanu celijsku adheziju za
fibronektin. Za sli¢an matrikriptin u TnC, TnlIIA2, je pokazano da stimulise ¢elijsku adheziju
promovisuci interakciju B1 integrina sa sindekanom-4(Saito et al., 2007).

Jedan od bitnih vezivnih partnera TnC je i TLR4 preko kog se kroz interakciju sa TnC regulise
hemotaksa, fagocitoza kao i produkcija proinflamatornih citokina(Haage et al., 2019; Marzeda &
Midwood, 2018; K. Midwood et al., 2009). Aktiviranjem TLR4 TnC promovise sekreciju
proinflamatornih medijatora (IL-6, IL-8 i TNF) u raznim ¢elijskim tipovima kao $to su makrofagi,
dendritske celije, fibroblasti i hondrociti (Zuliani-Alvarez et al., 2017). Ovo takode dovodi i do
aktivacije inflamazoma i posledi¢ne produkcije IL-1p i IL-18(Broz & Dixit, 2016). U ovo studiji smo
pokazali da tretman fragmentima FnA, FnD, Fn6-8 i EGFL nakon SW dovodi do povecanja nivoa
proinflamatornih citokina TNF-a i IL-1p u kulturi astrocita. U kokulturi mikroglije i astrocita, takode
smo pokazali da tretman FnD znacajno podize nivoe iRNK za Tnfa i Il1b kao i koncentraciju
oslobodenih TNF-a i IL-1B u medijumu u vec¢oj meri u odnosu na ¢iste kulture astrocita, sto ukazuje
na reaktivni i inflamatorni fenotip i mikroglije i astrocita (Orihuela et al., 2016; Walker et al., 2014).

Povecéana ekspresija GFAP na nivou iRNK i proteina je Cesto povezivana sa reaktivnoscéu
astrocita u raznim patoloskim uslovima, degenerativnim poremecajima kao i pocetnim fazama nakon
povrede (ben Haim & Rowitch, 2016; Escartin et al., 2019). Kako se pokazalo da se astrociti u raznim
regionima CNS razlikuju, izmedu ostalog i po nivou ekspresije GFAP, kao i kapacitetu da menjaju
njegovu ekspresiju, a potom i da je ekspresija GFAP promenjiva i u fizioloskim uslovima, sve vise
se smatra da moze biti indikator reakativnog remodelovanja, ali ne samostalno, ve¢ uz procenu i
nekoliko dodatnih markera reaktivnosti (Escartin et al., 2021) .

U na$im eksperimentima, TnC-/- kulture ¢istih astrocita pokazivale su konzistentno povecanu
ekspresiju GFAP na proteinskom i genskom nivou, nezavisno od tipa fragmenata koriS¢enih u
tretmanu. Kako je prethodno pokazano, ekspresija GFAP bila je povecana i u kicmenoj mozdini TnC-
/- embriona, medutim ova razlika nije uocena kasnije u adultnim ki¢menim mozdinama nepovredenih
miSeva (Karus et al., 2011).U naSoj studiji in vivo, 7 dana nakon povrede ki¢mene mozdine,
imunoreaktivnost GFAP bila je ista u kontrolnim TnC+/+ i TnC-/- miSevima ka0 i miSevima
tretiranim FnA. Injektovanje FnD ili Fn(D+A) dovelo je do razlike izmedu genotipova, pri ¢emu je
ekspresija GFAP bila veca u TnC+/+ u odnosu na TnC-/- miseve.

Proizvodnja INOS je jedno od obelezja proinflamatornog fenotipa mikroglije dok je Argl
prisutna vise u pro-rezolucionom fenotipu (Cherry et al., 2014). Aktivacija TLR 4 podize i nivoe
ekspresije nikotinamid adenin dinukelotid fosfat (NADPH) oksidaze i produkcije iNOS (Deng et al.,
2015). Nasi eksperimenti su pokazali da nakon tretmana FnD dolazi do povecanja nivoa iRNK za
iNOS, a u slucaju 24h kasnije dodatog FnD primecena je i specifi¢na izrazena imunoreaktivnost
prisutna na pojedinim mikroglijalnim ¢elijama uglavnom u regionu povrede. Argl iRNK nivoi su sa
druge strane bili poviSeni samo u meSovitim kulturama u grupama tretiranim FnD u periodu od 48h
i to viSe u TnC+/+ kulturama ukazujuc¢i na to da mozda u tom periodu takode pocinje da se ispoljava
I pro-rezolucioni fenotip. Ovo moze biti od posebnog znacaja u kontekstu trajanja razli¢itih efekata
FnD, jer je dobro poznato da, pogotovo u sluc¢aju ki¢mene moZzdine, ne dolazi do rezolucije nakon
povrede ve¢ odrzavanja hroni¢ne inflamacije (Ahuja et al., 2017).

Dalje smo potvrdili razvoj inflamatornog fenotipa mikroglije u mesovitim kulturama u regionu
povrede kroz morfoloske promene koje se deSavaju nakon FnD tretmana. Dodavanje FnD promovise
nastajanje zadebljalih nastavaka i prisustvo veceg broja tankih filopodija $to znacajno uvecava
povrsinu ¢elije, njen perimeter i indeks hrapavosti. Za tanke nastavke je pokazano da su to aktin-
zavisne filopodije odgovorne za brzu detekciju signala u diskretnim regionima (Bernier et al., 2019).
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Treba naglasiti da su morfometrijske promene indukovane FnD tretmanom bile manje izrazene u
TnC-/- kulturama u poredenju sa SW kontrolom, pogotovo u prvih 24h nakon povrede, ukazujuéi da
samo odsustvo TnC promovise pojavu uvecanih celija sa vise filopodija. Jedna od osnovih uloga
mikroglije je nadgledanje mozdanog parenhima kroz kontinuirano pokretanje nastavaka
(Nimmerjahn et al., 2005). U odgovoru na povredu, mikroglija prolazi kroz morfoloske promene koje
se kre¢u od uvecéanja celijskih tela i nastanka debljih nastavaka do smanjenja i postizanja gotovo
ameboidne morfologije usled aktivacije P2Y receptora oslobodenim ATP (Davalos et al., 2005; Davis
etal., 1994; Morrison et al., 2017). Za P2Y 12R se pokazalo da je vrlo vazan za polarizaciju, migraciju
I izduzivanje nastavaka mikroglije prema hemotaktinima oslobodenim u regionu povrede kao i da
nakon aktivacije mikroglije dolazi do smanjenja ekspresije ovog receptora (Haynes et al., 2006) .
Nasu-Tada i kolege su hipotezirali da aktivacija P2Y12R u povredi od strane ATP i ADP dovodi do
premestanja 1 integrina u nabore membrane Sto smanjuje adheziju i1 proliferaciju, a promovise
migraciju ¢elija u region povrede (Nasu-Tada et al., 2005). P2Y 12R je intenzivno izu¢avan i u krvnim
plo¢icama jer je neophodan za njihovu aktivaciju. U fizioloskim uslovima u krvnim plo¢icama
P2Y12R se nalazi uglavnom u lipidnim raftovima u formi homooligomera, ali tretman klopidogrelom
koji sprec¢ava formiranje ugruSaka izaziva disocijaciju u nefunkcionalne dimere i monomere koji se
nalaze van lipidnih raftova (Savi et al., 2006). Funkcionalni oligomeri P2Y 12R su veli¢ine oko 220
kDa, dok su monomeri tj. dimeri veli¢ine oko 40 kDa, odnosno 80 kDa (Y. Zhang et al., 2015). U
nasoj studiji, samo nakon FnD tretmana primecena je dodatna traka P2Y12R na oko 35kDa, koja
odgovara monomernoj izoformi. U opsegu dimera, jaci intenzitet gornjih traka je primecen samo u
FnD tretiranim grupama, a efekat je bio izrazeniji u TnC+/+ kulturama. Bez obzira da li FnD dovodi
do de novo sinteze P2Y12R ili ima ulogu u njegovoj de-oligomerizaciji koja rezultuje pojavom
monomernih traka, jasno je da FnD utic¢e na ekspresiju P2Y12R izoformi. Pokazano je da je P2Y12R
na mikrogliji neophodan za detekciju ATP i ADP koji poti¢u od neuronske aktivnost (Badimon et al.,
2020). Na mikroglijalnim nastavcima se nalaze ektonukleozid trifosfat difosfohidrolaza 1(NTPDaza
1) i ekto-5’-nukeotidaza (CD73), ektoenzimi odgovorni za konverziju ATP i ADP u adenozin koji
preko Al recepotora na membrani neurona smanjuje njihovu preteranu aktivaciju i modulise njihovu
ulogu u fizioloskim uslovima, ali i u bolesti (Badimon et al., 2020). Csrep i kolege su pokazali da u
ishemijskoj povredi striatuma mikroglija pri promenama neuronske aktivnosti povecava broj
nastavaka kojima ih prekriva, kao i da je proces zavisan od P2Y12R, jer inhibicija ovog receptora je
dovela do manje prekrivenosti neurona, izmenjene funkcionalne konektivnosti, povecanja regiona
povrede i sveukupno pogorsanog neuroloSkog ishoda (Cserép et al., 2020). Uzevsi sve u obzir,
povecanje intenziteta prekursorske izoforme 1 integrina kao i pojava monomernih traka P2Y12R
impliciraju da FnD domen TnC uti¢e na sled dogadaja nakon povrede u pogodenom regionu i
okruzenju ogranic¢avajuc¢i proliferaciju mikroglije i infiltraciju u region povrede, ali pojacavajuci
njihov inflamatorni fenotip 1 izazivaju¢i migraciju astrocita u region povrede.

In vivo, astrociti i mikroglija su pokazivali tipicnu morfologiju karakteristicnu za region
povrede, sa poligonalnim sitnijim mikroglijalnim ¢éelijama, oivi¢enim astrocitima, dok se njihova
morfologija postepeno menjala ka normalnom fizioloskom fenotipu u distalnim rostralnim i
kaudalnim regionima kicmene mozdine miSeva. Rezultati ove studije na mikrogliji/makrofagima u
odgovoru na povredu su ukazali da FnD fragment povecava broj aktivirane mikroglije/makrofaga u
samom regionu povrede.

Tretman FnD u nasoj studiji je pokazao prostorno i vremenski razlicite efekte na mikrogliju i
astrocite u leziji. U in vivo povredi, mikroglija ulazi u region povrede pre astrocita Sto je i uo¢eno u
nasim kontrolnim grupama u meSovitim kulturama. Odsustvo TnC je dodatno istaklo ovaj efekat na
Sta ukazuju povecana gustina i stopa proliferacije mikroglije, dok je FnD tretman znacajno redukovao
gustinu i proliferaciju mikroglije, promovisao njihov aktivirani fenotip. Sa druge strane, FnD je
indukovao migraciju astrocita u region povrede, ali nije uticao na njihovu stopu proliferacije. Mander
i kolege su pokazali da je stopa proliferacije mikroglije pacova in vitro regulisana vodonik
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peroksidom proizvedenim od strane NADPH oksidaze nakon stimulacije proinflamatornim
citokinima IL-1B i TNF-a, jer je potpuno ukinuta primenom inhibitora NADPH oksidaze, dok nije
bilo nikakvog efekta na proliferaciju astrocita (Mander et al., 2006). Dodatno, pokazano je da astrociti
i mikroglija imaju drugaciji odgovor na model indukovane inflamacije. Naime, u toj studiji je
pokazano da dok reaktivirani astrociti poveé¢ano oslobadaju IL-6, prostaglandin 2 i ciklooksigenazu
2, proinflamatorni fenotip mikroglije odlikuje povecano oslobadanje IL-1B, TNF-a, azot oksida,
INOS i aktivacija STAT3 (Lu et al., 2014). Tako oba c¢elijska tipa eksprimiraju integrine i TLR4,
vreme njihove aktivacije i nishodna signalizacija se razlikuju, na $ta ukazuje i razli¢ita dinamika Ca2*
signalizacije u ova dva tipa ¢elija (Rieder et al., 2022). Astrociti i mikroglija eksprimiraju veliki broj
P2Y i P2X receptora, medutim ovi receptori su diferencijalno aktivirani nukleotidima u zavisnosti od
promena patofizioloskih uslova i dalje posreduju u razli¢itim dugoro¢nim promenama ovih ¢elija
tokom inflamatorne glioze (Abbracchio & Ceruti, 2006).

Vreme 1 mesto oslobadanja TnC su od klju¢nog znacaja za njegovu ulogu. U slucaju povrede
epitela je pokazano da se prvo u regionu povrede deponuje privremeni fibrin-fibronektin matriks u
kome su fibroblasti ukotvljeni pomocu aktinskih stresnih vlakana, a kako se povreda sanira, matriks
se kontrahuje. TnC se, medutim sintetiSe u grani¢nim regionima povrede gde sprecava formiranje
aktinskih stresnih vlakana i fokalnu adheziju kroz inhibiciju kinaze fokalne adhezije (engl. Focal
adhesion kinase, FAK) i RhoA (engl. Ras homolog gene family, member A) aktivnosti i time
promovise pokretni fenotip i spreCava prevremenu kontrakciju matriksa (K. S. Midwood &
Schwarzbauer, 2002). U nasem modelu FnD je primenjen egzogeno, medutim in vivo, FnD nastao
proteolitickim secenjem od strane MMP bi bio ograni¢en na specifi¢ne regione uglavnom u grani¢noj
zoni gde su locirani astrociti. Stoga je moguce da u grani¢noj zoni FnD inhibira prekomernu
proliferaciju mikroglije i promovise pokretni fenotip astrocita da bi funkcionalno odvojio region
povrede od okruzujuceg tkiva. Ovi nalazi bi verovatno bili jo§ kompleksniji u model sistemu sa jo$
vise razli¢itih Celijskih tipova. Nasi rezultati pruzaju nov pogled na vaznost TnC i njegovih brojnih
uloga, a dalji eksperimenti uklju¢ujuc¢i 3D i organotipske kulture kao i in vivo eksperimente su
potrebni kako bi se primeceni efekti pozicionirali precizno u sledu dogadaja nakon povrede.
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Zakljucci

Vode¢i se postavljenim ciljevima ove doktorske disertacije i analizom dobijenih rezultata izvedeni
su sledec¢i zakljucci:

1.

Nedostatak TnC dovodi do povecanja proliferacije i gustine mikroglije u regionu povrede
kao i grupisanja astrocita u grani¢énom regionu gde doprinose brzem zatvaranju povrede.

Fragmenti TnC, a posebno FnD uticu na lokalizaciju, gustinu i proliferaciju mikroglije 1
astrocita u modelu povrede in vitro i in vivo

o

Dodati fragmenti TnC, FnD, FnA, Fn6-8, Fn(D+A), Fn(D+A+C) dovode do
usporavanja zatvaranja povrede u kulturi astrocita, a najizrazeniji efekat uocen je
nakon tretmana sa fragmentima FnD, FnA i Fn(D+A).

Dodati fragmenti TnC, FnD, FnA, FnC, Fn6-8, EGFL, Fn(D+A), Fn(D+A+C)
smanjuju proliferaciju u astrocitnom frontu u 24h nakon povrede u kulturi astrocita

FnD u meSovitoj kulturi astrocita i mikroglije u grani¢nom regionu Smanjuje
proliferaciju astrocita u 48h od povrede, dok u regionu povrede ne uti¢e na
proliferaciju astrocita, a podsti¢e njihovu migraciju u povredu u 48h

FnD smanjuje gustinu mikroglije u mesovitoj kulturi astrocita i mikroglije u regionu
povrede tokom 48h od povrede, delom na racun smanjene proliferacije, a potencijalno
i na ra¢un smanjene migracije kao i zbog kontaktne inhibicije izmedu uveéanih FnD-
tretiranih mikroglijalnih ¢elija.

FnD tretman ne dovodi do promene ukupne stope proliferacije ¢elija u regionu
kompresione povrede ki¢cmene mozdine miseva 7 dana od indukovanja povrede, ali u
povredama u TnC-/- misevima dovodi do povecCane gustine aktivirane
mikroglije/makrofaga u regionu povrede.

3. Fragmenti proteina TnC podsti¢u razvoj proinflamatornog fenotipa astrocita i mikroglije in

vitro.

o

Fragmenti proteina TnC, FnD, FnA, Fn6-8, EGFL dovode do povecane sinteze
proinflamatornih citokina TNF-a i IL-1p u kulturi astrocita 24h nakon povrede, dok
FnD takode povecava sintezu TNF-a 1 IL-1p u meSovitoj kulturi astrocita i mikroglije
tokom 48h od povrede

FnD uti¢e na razvoj proinflamatorne morfologije mikroglije i povecanje ekspresije
iNOS.

4. FnD ostvaruje ulogu u promeni morfologije i pokretljivosti ¢elija potencijalno kroz
povecanje ekspresije prekursorske forme B1 integrina i ekspresiju monomera P2Y12R.

Sveukupno rezultati ove studije ukazuju na kompleksnu i raznovrsnu ulogu TnC, a posebno

FnD u tekucoj inflamaciji nakon povrede i prostornoj i vremenskoj organizaciji regiona povrede i
neposrednog okruzenja.
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medunarodnim Casopisima od Cega su dva proistekla iz rezultata doktorske disertacije, a autor je 1
brojnih kongresnih saopstenja sa medunarodnih kongresa. Bila je saradnik u nastavi na nekoliko
predmeta. Godinama se intenzivno bavila organizovanjem raznih interaktivnih postavki i nau¢no-
edukativnih projekata.
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N3jaBa o ayTopcTBY

Nwme u pe3ume aytopa _ yma /. bujenuh

bpoj unnekca _ b3021/2013

NzjaBbyjem

Jla je TOKTOpCKa ArcepTallyja moj HacJI0BOM

Yruiaj dparmenara teHacuuaa-1le Ha mopdosomka U GyHKIMOHAIA CBOJCTBA ACTPOLIMTA U
MHUKDOIJIMie V paHuM ¢a3aMa HACTAHKA [JIWJAJIHOr OXWJbKA V MOJIEINMA MEXAaHWYKE II0BpEJE

KUYMEHE MOXKIMHE U V KyiTypu heanja Muiia

® PE3yJTaT COIICTBCHOI UCTPAXKUBAYKOI paaa,

e Jla IucepTalyja y HEeJWHU HU y JelIOBUMA HUje Ouiia MpeasioskeHa 3a CTULIAIbE JIpYTre
JTUIIOME TIpeMa CTYJIHjCKUM MPOrpaMUMa JPyTruX BUCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA;

® Ja Cy PE3yJITaTH KOPCKTHO HABCACHHU U

e J1a HHCaAM KpIIMO/JIa ayTOPCKa MpaBa M KOPUCTUO/JIAa MHTENIEKTYaTHy CBOJUHY JPYTUX
JMLA.

IHornuc ayropa

VY beorpany,




M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE H €JIEKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOT paaa

Wwme u npe3ume aytopa _ Jlymwa JI. bujenuh

bpoj unnekca _ 53021/2013

Crynujcku nporpam __buosoruja

HacnoB pana _¥YTunaj ¢parmenara tenacuuHa-lle Ha mopdosomka U (yHKIIMOHAIHA CBO]CTBA

acTponuTa 1 MI/IKDOFHI/Iie Y paHuM d3a3aMa HaCTaHKa FJII/IiaJIHOF OXXHMJbKA Y MOACINMMAa MEXAaHUYKEC

OOBPCAC KNUYMCEHE MOXIMHE U YV KYJIITYPH hennia MHIIIa

MenTopu [p Urop JakoBueBCKkH

JIp Munena Munomesuh

U3jaBipyjem aa je mrammaHa Bep3uja MOT IOKTOPCKOT pajia MICTOBETHA EJIEKTPOHCKO] BEP3UJU KOjY
caMm mpejao/ia paau noxpamuBama y Jururasnom penosuropujymy Yuusepsurera y beorpanay.

Jlo3BoJbaBaM J1a ce o0jaBe MOjH JIMYHH IOJIANM BE3aHH 3a JTOOHjamke akaJeMCKOT Ha3HWBa JIOKTOpA
HayKa, Kao IITO Cy UME U MPe3uMe, TOIMHA U MECTO pol)era 1 IaTyM oj10paHe paja.

OBU NUYHM TOJAIM MOTy ce€ O0jaBUTH HAa MPEXKHUM CTpaHHIlaMa JUTHTaTHe OuOIHOoTeKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y myOyinkanujama Y HuBep3uteTa y beorpany.

IHornuc ayropa

V¥ beorpany,




N3jaBa 0 kopumhemy

Osnamnthyjem YHUBEp3UTETCKY OMOIMOTEKY ,,CBeT03ap MapkoBuh® na y JlururaaHu peno3uTopujym
VYHuBepsuteta y beorpany yHece Mojy TOKTOPCKY AUCEPTAIH]Y TIO]] HACTIOBOM:

Yruuaj dparmenara tenacuunua-lle Ha mopdosomka v GYHKIMOHAIHA CBOJCTBA ACTPOLIMTA U

MHUKDOIJIM]E€ V paHuM (da3zaMa HACTAHKA TJIHMJAJIHOT OXKWJBKA YV MOAEINMAa MEXAHWYKE ITOBpEJE

KHYMCEHEC MOXIMHEC U YV KYJIITYPH heHHia MMHIIIAa

KOja je MOje ayTOPCKO JIEJO.

Jucepranujy ca CBUM IMPHIIO3MMa Mpefao/sia caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXUBUpAE.

Mojy IOKTOpCKY HIuCepTalujy MoxXpameHy y JlurutamsHoMm pemno3uTtopujymy YHHUBEp3UTETA Y
beorpagy u IOCTYIHY y OTBOPEHOM IMPHCTYIY MOTY Jia KOPUCTE CBH KOjU IOLITYjy Oapenode
caapxkane y onabpanom tumy nuienine Kpearusue 3ajequune (Creative Commons) 3a K0jy cam ce
OJlTYy4HO/Ta.

AytopctBo (CC BY)

AytopctBo — HekomeprujanHo (CC BY-NC)

AyTOpPCTBO — HEKOMEPIHjaIHO — AeauTH mo uctuM yenosuma (CC BY-NC-SA)

1.
2.
@ AyTopctBo — HekoMmepijanHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)
4.
5. AytopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6.

AyTtopcTBo — aenuth o uctum yceinosuma (CC BY-SA)

(Mosiumo Ja 3a0KpyXHTE CaMoO jeIHy O]l IecT moHyheHux nuieHnu. Kparak omnuc JHIEHIH je
CacTaBHH JI€O OBE U3jaBe).

Mornuc ayropa

VY beorpany,




1. AyropcTBo. Jlo3BoJhaBaTe yMHOXKaBame, MUCTPUOYIHM]Y W JaBHO CAOIITaBaWme Jeja, H
npepajie, ako ce HaBe/le UMe ayTopa Ha Ha4MH oJjpel)eH oJ] cTpaHe ayTopa WM AaBaolia JUIICHIIE,
Yyak U y komepuujaae cepxe. OBo je HajcI0001HH]ja O] CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HekoMepuMjaiaHo. Jlo3BoJbaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYLHU]y U JaBHO
CaoIlIITaBamkEe Jieja, U mpepajie, ako ce HaBelle UMe ayTopa Ha HauuH onpel)eH o1 cTpaHe ayTopa
WM JaBaotnia auienie. OBa JMIeHIa He J03B0JbaBa KOMEPIMjaIHy ynoTpeOy aena.

3.  AyTOpCTBO — HEKOMEpPIHjaaHO — 0e3 nmpepana. /l03Bo/baBaTe yMHOKABAE, TUCTPUOYIIH]Y
Y JaBHO CaOIIITaBamke Jeja, 0e3 MpoMeHa, IpeoOIMKOBamka WK yIIOTpeOe Jeiia y CBOM JIeiy, ako
ce HaBeJle UME ayTopa Ha HauuH oJpel)eH o/ cTpaHe ayTopa win jJaBaola jauieHe. OBa JUIeHIa
HE JI03B0JbaBa KOMEPIIHjAIHY YIIOTpeOy Jerna. Y 0JHOCY Ha CBE OCTAJIC JIMIIEHIIE, OBOM JIMIICHIIOM
ce orpannvaBa Hajpehu oOum mpaBa kopunihema aena.

4. AyTOPCTBO — HEKOMEpUHMjaJHO — [JeJUTH I0J HCTUM YycaoBuma. Jlo3BosbaBaTe
YMHO)XaBame, TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CaOIIITABAKE JIeja, U IPepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa
Ha Ha4YuH opeheH oJ] cTpaHe ayTopa WK AaBaolla JUICHIIE U aKo ce Ipepaja AUCTpUOyupa moj
UCTOM WM CIMYHOM JuieHnoM. OBa JIMIEHIIa HE 103BOJbaBAKOMEPIHjalIHy yIOTpeOy Jena u
npepaja.

5. AyropcTtBo — 0e3 mpepana. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, JUCTPUOYIM]y U JaBHO
CaomIITaBame Jeia, 0e3 mpoMeHa, MpeoOIuKOBama WM yHoTpede Jelia y CBOM Jely, ako Ce
HaBeJle UMe ayTopa Ha HauyuH oJpelheH o cTpaHe ayTopa WM AaBaolia juiieHie. OBa TuIeHIa
JI03BOJbaBa KOMEpIUjaIHy yIoTpely aena.

6. AyTOpCTBO — AeJMTH MOJ UCTHM ycJIoBHMA. [[03BoJbaBaTe YyMHOXKaABaWke, JUCTPUOYIH]YH
JaBHO caomIlTaBame Jiena, U Impepaje, ako ce HaBelle MME ayTopa Ha Ha4yuH ojpel)eH o cTpaHe
ayTopa WM JaBaolla JIMIEHIIE W aKo c€ Tpepana IUCTpUOyHpa MOA HCTOM WM CIMYHOM
munernioM. OBa JMIEHIIA JT03BOJbaBa KOMEpIHjaTHy ymnoTpely nema u mpepana. CrnudHa je
co(TBEpCKUM JHIIEHIIaMa, OJTHOCHO JINIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.



