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Predgovor

Proslo je 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture molekula DNK. Od tog momenta molekularna bio-
logija se razvija neverovatnom brzinom. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ u svakom poglavlju pokazuju
fascinantne domete koje dostiZze molekularna biologija naseg vremena. | Nobelove nagrade se skoro svake
godine dodeljuju za postignuca iz ove naucne discipline. A nasi molekularni biolozi drze korak sa modernim
trendovima. Jedan od autora ovog Zbornika govori :,Bez sumnje, ono 3to je otkrice elektrona bilo za 20. vek
to su otkri¢a genomike za 21. vek.” Autori,,Trendova u molekularnoj biologiji 3“ ni najmanje ne sumnjaju u to.

Ove godine TMB3 prati i suplement, Knjiga apstrakata Drugog kongresa molekularnih biologa Srbije
(CoMB0S2). Pod pokroviteljstvom Srpskog drustva za molekularnu biologiju, Beograd je bio 2023. godine
mesto susretanja molekularnih biologa Srbije, regiona i Evrope. Doprinos Kongresu, koji su obelezila inspi-
rativna predavanja i inovativne naucne ideje, dali su svi molekularni biolozi Srbije. Formula uspesnosti i ovde
je bila aktuelna:

»Svi za jednog, jedan za svi!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tredi broj Trendova u molekularnoj biologiji predstavlja nastavak dobre prakse prikazivanja najboljih
naucnih radova mladih istraziva¢a Republike Srbije u oblasti molekularne biologije, kao i najznacajnijih ot-
krica i metodoloskih pomaka u ovoj oblasti. Osim ovog glavnog cilja, Trendovi ne zaboravljaju znacajne go-
didnjice i podsecanja na najznacajnija dostignuca i prekretnice u razvoju molekularne biologije. Tako je u
ovom tre¢em broju prikazan jedan od temeljnih radova u ovoj oblasti - 70 godina od otkri¢a sekundarne
strukture DNK. Radovi koji su obelezili proslu godinu i koji su ovde prikazani odnose se na proucavanje ge-
noma starih humanih populacija i evolucije (Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu 2022), a metodo-
loski pomak je sekvenciranje dugih fragmenata DNK.

Trendovi u molekularnoj biologiji 3 svojim sadrzajem u potpunosti su opravdali naziv koji nose - pri-
kazani radovi su tematski aktuelni, inspirativni i veoma znacajni u nau¢nom i Sirem drustvenom smislu. Ova
publikacija predstavlja svojevrsni presek stanja u molekularnoj biologiji u Srbiji i deo je napora da se prate
trendovi i drzi korak sa molekularnom biologijom u svetu. Zbog znacaja koji ima, nadam se da ¢e se trend
objavljivanja Trendova nastaviti i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,

Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Tematski zbornik,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 je treci broj u nizu izdanja koje ima za cilj da pri-
kaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u prethodnoj go-
dini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 12 predstavljaju revijske radove proizasle iz doktorskih disertacija
mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti molekularne biolo-
gije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 6 poglavlja su prikazi aktuelnih tema iz mo-
lekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je posveceno
jubileju, sedamdesetogodisnjici od otkri¢a strukture molekula DNK, momentu kad je molekularna biologija
krupim koracima krenula ka budu¢nosti, u kojoj je uz ITK tehnologije postala vodeca nauka.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. To je, ocigledno,

najznacajnija tema za nase istrazivace koji se bave molekularnom biologijom. Tu su i 3 poglavlja iz oblasti
farmakogenomike, koja predstavlja najnoviji trend u medicini — personalizovana (precizna) medicina. Ova
3 rada svedoce o tome da nasi naucnici prate najnovija stremljenja u medicini. Posebno treba istaci dopri-
nos mladih istraZivaca iz grupe medicinskih fakulteta ovom izdanju. Cak ¢etvoro istraziva¢a sa Medicinskog
fakulteta i jedan sa Stomatoloskog fakulteta su prilozili poglavlja nastala iz njihovih doktorskih disertacija.
Ovo pokazuje da medicina u Srbiji prati svetske trendove. Ovaj broj Tematskog zbornika svedodii o tome
da su znacajna postignu¢a molekularnih biologa u Srbiji donela napredak nasoj medicini.
Prva dva broja Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1 i 2” su dozivela veliko interesova-
nje.Imala su i svoju promociju na Sajmu knjiga. Interesovanje autora da objave svoje rezultate u tematskom
zborniku ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 govori da je ovaj tip publikacije nedostajao nasoj nau¢noj
zajednici.

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovi¢, redovni profesor,

Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ sadrzi prikaze nekih od najznacajnijih tema u
molekularnoj biologiji, pocev od ovogodisnjeg jubileja - 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture mole-
kula DNK, preko odabira aktuelnosti koje su obeleZile prethodnu godinu u svetu, do naucnih rezulatata iz
ove oblasti koje su ostvarili istrazivaci iz Srbije. U okviru Aktuelnih tema, sumirani su rezultati istrazivanja iz
oblasti fiziologije i medicine za koje je u 2022. godini dodeljena Nobelova nagrada, a odnose se na geno-
miku starih humanih populacija i evoluciju. Takode, dat je i prikaz metode sekvenciranja dugih fragmenata,
koja je po ¢asopisu Nature Methods odabrana za metodu 2022. godine. Preostale teme su iz oblasti kojima
se bave istrazivaci iz Srbije, a koje ukljucuju istrazivanja iz biomedicine, farmakogenomike, kao i moleku-
larne biologije biljaka. Vazno je istaci da su mladi doktori nauka aktivno uc¢estvovali uizradi ovog Zbornika,
tako da 12 poglavlja u okviru navedenih oblasti predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija odbranjenih u prethodnoj godini.

Znacajno je da se ovaj Tematski zbornik objavljuje ve¢ tre¢u godinu za redom, kao i to da su u njego-
voj realizaciji ove godine ucestvovali istrazivaci iz razli¢itih nau¢nih instituta (3) i fakulteta (3) Univerziteta u
Beogradu. Ove ¢injenice ohrabruju, ukazujuci da u nasoj zemlji postoji kontinuitet u istrazivanjima u mole-
kularnoj biologiji koja su aktuelna u svetu, uz to da su dobijeni rezultati iz ove oblasti dostupni i $iroj ja-
vnosti na maternjem jeziku. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3” je tematski zbornik u kome su objedinjeni
rezultati fundamentalnih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji, iz te-
matskih oblasti koje su prepoznate i aktuelne u svetu.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik,
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo

Univerzitet u Beogradu
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Uloga ciljanih (epi)genetickih modifikacija u potencijalnoj terapiji dijabetesa

Marija Dordevi¢, Svetlana Dini¢, Mirjana Mihailovi¢, Aleksandra Uskokovi¢, Nevena Grdovi¢,
Jelena Arambasic¢ Jovanovi¢, Melita Vidakovi¢

Odeljenje za molekularnu biologiju, Institut za bioloska istrazivanja “SiniSa Stankovic’,

Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu

Kontakt: marija.sinadinovic@ibiss.bg.ac.rs

Apstrakt

U osnovi dijabetesa se nalazi smanjen broj beta ¢elija endokrinog pankreasa, njihovo poremeceno
funkcionisanje ili gubitak identiteta u procesu dediferencijacije. Jedna od aktuelnih strategija za po-
tencijalnu primenu u terapiji dijabetesa je i direktno celijsko reprogramiranje kojim bi se nadomestio
nedostatak funkcionalnih beta ¢elija i insulina u organizmu. Ovaj pravac u istrazivanjima podrazu-
meva transdiferencijaciju somatskih celija poreklom iz razli¢itih organa u Celije koje proizvode insu-
lin kroz modulaciju ekspresije transkripcionih faktora koji su klju¢ni za odrzavanje Celijskog identiteta.
U ovom poglavlju bice predstavljena aktuelna istrazivanja koja podrazumevaju celijsko reprogrami-
ranje uz pomoc novih sintetickih alata koji imaju ulogu da dirigovano uvode izmene u (epi)genom sa
posebnim osvrtom na CRISPR/Cas9 sistem i njegove modifikacije. Alfa ¢elije endokrinog pankreasa
predstavljaju atraktivan izvor ¢elija za potencijalnu terapiju dijabetesa zato $to dele zajednicko pore-
klo sa beta celijama, imaju visok nivo plasti¢nosti kao i zbog bliske pozicioniranosti koja obezbeduje
prirodno okruzenje pogodno za njihovo prezivljavanje. Jedna od nedavnih studija je podrazumevala
upotrebu EpiCRISPR sistema za ciljano uvodenje metilacije u okviru promotora gena Arx u alfa celi-
jama pankreasa misa u cilju njihove transdiferencijacije. Uvedene izmene na nivou epigenoma su do-
vele do pokretanja ekspresije insulina u alfa ¢elijama pankreasa misa i inicijacije procesa njihove
transdiferencijacije u celije koje produkuju insulin.

Kljucne reci: editovanje epigenoma; dijabetes; CRISPR/Cas9; alfa elije pankreasa; transdiferencijacija;
insulin



The role of targeted (epi)genetic modifications in potential diabetes therapy

Marija Dordevi¢, Svetlana Dini¢, Mirjana Mihailovi¢, Aleksandra Uskokovi¢, Nevena Grdovi¢,
Jelena Arambasi¢ Jovanovi¢, Melita Vidakovi¢

Department of Molecular Biology University of Belgrade,

Institute for Biological Research “Sinisa Stankovi¢” National Institute of the Republic of Serbia
Correspondence: marija.sinadinovic@ibiss.bg.ac.rs

Abstract

Diabetes is caused by a reduced number of beta cell mass, impaired functioning, or loss of beta cell
identity through the dedifferentiation process. Direct cellular reprogramming is one of the current
strategies in the potential diabetes therapy, which would replace the lack of functional beta cells and
regulate insulin levels. This research approach involves the transdifferentiation of somatic cells from
several organs into insulin-producing cells by modulating the expression pattern of transcription fac-
tors responsible for maintaining cellular identity. This chapter will present current research involving
cellular reprogramming using the new synthetic tools that have ability to introduce targeted (epi)ge-
netic modifications. Special attention will be paid to the CRISPR/Cas9 system and its modifications.
Pancreatic alpha cells represent an attractive cell source for potential diabetes therapy because they
share a common origin with beta cells, have a high level of plasticity, and provide a natural environ-
ment suitable for cell survival because of their close placement. One of the recent studies involved the
use of the EpiCRISPR system for targeted DNA methylation within the Arx gene promoter in murine
pancreatic alpha cells. The introduced changes at the epigenetic level led to the initiation of insulin
expression in the alpha cells of the mouse pancreas and the initiation of their transdifferentiation pro-
cess into insulin-producing cells.

I Trendovi u molekularnoj biologiji

Key words: epigenome editing; diabetes; CRISPR/Cas9; pancreatic alpha cells, transdifferentiation,
insulin
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Secerna bolest ili dijabetes predstavlja grupu metaboli¢kih poremecaja koji dovode do hroni¢ne
hiperglikemije tj. povisene koncentracije glukoze u krvi usled poremecene bioloske aktivnosti hormona in-
sulina, njegove neadekvatne sekrecije ili zbog postojanja oba poremecaja. Beta Celije pankreasa predstav-
ljaju senzore glukoze, proizvode i oslobadaju hormon insulin koji regulise brojne fizioloske procese, a
njegova klju¢na uloga je u odrzavanju koncentracije glukoze u krvi. U osnovi patogeneze dijabetesa se na-
lazi poremeceno funkcionisanje beta celija, gubitak njihovog identiteta i prisustvo polihormonalnih ¢elija,
kao i povecano umiranje, s obzirom da sposobnost deobe beta ¢elija opada sa godinama [1]. U odnosu na
uzrok nastanka bolesti dijabetes se klasifikuje na nekoliko tipova, ali bez obzira na tip dijabetesa kod obo-
lelih dolazi do hroni¢ne hiperglikemije iistih hroni¢nih komplikacija koje su posledica apsolutnoili relativno
narusene funkcionalnosti beta celija, njihove poremecene proliferacije ili autoimunske reakcije koja na kraju
dovodi do smanjenja mase beta ¢elija [2].

Pristupi u terapiji dijabetesa

Pored farmakolo$kog pristupa u terapiji dijabetesa gde spada upotreba insulina i lekova koji deluju
na povecanje senzitivnosti ¢elija na insulin, stimulaciju insulinske sekrecije i poboljsanje kontrole glikemije,
aktuelan je i elijski pristup u terapiji. Naime, egzogeno dodavanje insulina nije u potpunosti efikasno u re-
gulaciji svakodnevnih naleta visokog nivoa glukoze u krvi, $to dugoro¢no gledano dovodi do niza kompli-
kacija u okviru drugih organa, kao $to su bolesti bubrega i koZne infekcije [3, 4]. Kako bi se povecao broj ¢elija
koje su osetljive na glukozu i koje odgovaraju oslobadanjem adekvatne koli¢ine insulina vazno je delovati
lokalno na nivou organizma. Celijski pristup u terapiji ima za cilj zamenu ostecenih ili obnavljanje ukupne
mase beta Celija i podrazumeva transplantaciju pankreasa i Langerhansovih ostrvaca poreklom od donora.
Ovaj pristup je efikasan, ali se susrece sa brojnim preprekama kao $to su ogranicen broj donora i pridruzeni
sporedni efekti imunosupresivnih lekova $to onemogucava Siroku primenu ovog vida terapije. Broj obole-
lih od dijabetesa u svetu je u konstantnom porastu pa je pronalaZenje alternativnih terapeutskih pristupa
vazan pravac u istrazivanjima. Velika paznja je usmerena ka o¢uvanju preostalih i sprec¢avanju daljeg gubi-
tka funkcionalnih beta celija, ka stimulaciji replikacije i rasta novih beta celija poreklom od progenitorskih
Celija [5, 6]. TeZznja za pronalaskom alternativih izvora beta celija dovela je do velikog broja pokusaja dife-
rencijacije embrionalnih i indukovanih pluripotentnih stem ¢elija, kao i reprogramiranja terminalno dife-
renciranih tipova Celija prisutnih u organizmu [6, 7]. Embrionalne i indukovane pluripotentne mati¢ne celije
poseduju veliki potencijal da se diferenciraju u druge tipove ¢elija, izmedu ostalih i u beta celije pankreasa,
medutim njihovo koris¢enje u celijskoj terapiji jos uvek nailazi na ogranic¢enja kao $to je mogucnost napada
od strane autoimunskog sistema ili njihova tumorogena priroda [8]. Proces Celijske transdiferencijacije po-
drazumeva direktan prelazak iz jednog u drugi terminalno diferencirani tip Celija, iskljucujudi pluripotentno
i intermedijerno stanje. Sposobnost ¢elija da adaptiraju svoj fenotip kao odgovor na promene iz spoljasnje
sredine bez promena u genetickom materijalu definise se kao Celijska plasti¢nost. Zahvaljujuci tome, mo-
guénost da se utice na reprogramiranje Celijskog identiteta daje veliki prostor za modelovanje bolesti i po-
tencijal za prevodenje u terapeutske svrhe [9]. Veliki broj funkcionalnih tipova ¢elija poput kardiomiocita,
neurona, hepatocita i hematopoetskih ¢elija do sada je dobijen od fibroblasta ili drugih tipova somatskih ce-
lija u in vitro uslovima [10]. Takode su uspesno realizovani razliciti pokusaji transdiferencijacije pankreatic-
nih i drugih tipova somatskih celija koje nisu poreklom iz pankreasa u Celije koje zadobijaju sposobnost da
reaguju na glukozu, proizvode i oslobadaju insulin, tzv. ¢elije koje li¢e na beta ¢elije pankreasa [11, 12]. Ce-
lije jetre, epitelne Celije Zucne kese, fibroblasti koze, ¢elije antralnog dela zeluca i keratinociti su neki od naj-
cesce koriscenih tipova Celija koji nisu poreklom iz pankreasa u pokusajima transdiferencijacije u celije koje
proizvode insulin (Slika 1.) [13-18]. Acinarne i duktalne Celije koje ulaze u sastav egzokrinog dela pankreasa



su uspesno transdiferencirane u prisustvu vise transkripcionih faktora koji su specifi¢ni za beta celije kao
$to su NGN3, MAFA i PAX6 (Slika 2.) [19, 20].

Razliciti nivoi regulacije genske ekspresije su tacke na kojima moze da se deluje kako bi se pojacala,
smanijila ili potpuno iskljucila ekspresija gena za transkripcione faktore koji su pre svega odgovorni za odr-
zavanje Celijskog identiteta. Kako bi se unapredio celijski pristup u terapiji dijabetesa u cilju modulacije
ekspresije klju¢nih transkripcionih faktora neophodno je detaljno prouciti njihovu ulogu u pravilnom funk-
cionisanju beta Celija, ispitati interakcije i mehanizme koji regulisu njihovu ekspresiju.

Rezultati istrazivanja koji su pokazali postojanje veze izmedu epigenetickih modifikacija i razvoja di-
jabetesa doveli su do razvoja tzv. ,epilekova” koji imaju sposobnost da menjaju epigeneticka obelezja gde
spadaju inhibitori histonskih deacetilaza (kao $to je vorinostat) ili demetilujuci agensi (predstavnik je 5-Aza-
2'-dezoksicitidin koji inhibira enzime DNK metiltransferaze) [21, 22]. Problem sa tretmanom mnogih ko-
mpleksnih bolesti, medu kojima je i dijabetes, razli¢itim ,epilekovima” je $to oni deluju neselektivno na
epigeneticka obelezja za koja su razvijeni i dovode do nezZeljenih sporednih efekata. Neki od njih imaju losu
stabilnost i kratak poluZivot [23, 24]. Sa druge strane, novi sinteticki epigeneticki alati dizajnirani su tako da
dirigovano i precizno menjaju epigeneti¢ka obelezja na specificnim mestima, s ciljem da dovedu do pro-
mene u ekspresiji samo jednog ili vise gena. Zahvaljujudi reverzibilnoj prirodi epigenetic¢kih modifikacija ci-
ljano editovanje epigenoma pruza ogroman potencijal u razli¢itim oblastima, od osnovnih istrazivanja do
biomedicine i primenjene biotehnologije, te bi moglo da se posmatra kao alternativa u odnosu na ,epile-
kove” [9]. Napredak u efikasnoj isporuci geneti¢kog materijala u ¢elije pomocu plazmida, adeno-asociranih
virusa (AAV), modifikovanih molekula RNK i nanocestica obezbededuje efikasniji, jednostavniji i sigurniji
put za pokretanje procesa transdiferencijacije ciljanih celija [12, 25, 26].

Razlicite Celije jednog organizma ispoljavaju specifi¢ne karakteristike i odrzavaju stabilan obrazac
genske ekspresije. Nastanak diferenciranih celija adultnog organizma se posmatra kao razvojni proces ne-
diferenciranih u terminalno diferencirane celije koje formiraju tkiva ili organe [27]. U stabilnim uslovima, ce-
lije adultnog organizma odrzavaju diferencirano stanje pri ¢emu jedinstveni tip celija ¢esto moZze da usvoji
neke karakteristike drugog tipa Celija zahvaljuju¢i promenama u genskoj ekspresiji koje nastaju kao posle-
dica odgovora na promene iz okruZenja [28, 29]. Klju¢nu ulogu u interpretaciji genoma koja podrazumeva
aktivaciju ili represiju dela genoma imaju epigenetic¢ki mehanizmi koji uti¢u na dostupnost genomskih re-
giona. Prou¢avanjem mehanizama koji se nalaze u osnovi promena u genskoj ekspresiji, a koje nisu nastale
zbog izmena u sekvenci molekula DNK, bavi se epigenetika. Waddington je jos 1942. godine prvi put upo-
trebio termin ,epigenetika” kako bi oznacio uticaj okruzenja na genom u toku razvoja u cilju formiranja ¢e-
lijskog fenotipa [30]. Skup epigeneti¢kih obelezja koja uklju¢uju metilaciju molekula DNK, dostupnost
hromatina, posttranslacione modifikacije histonskih proteina (kao sto su acetilacija, fosforilacija, ubikviti-
nacija, sumoilacija histona, itd.) i nekodiraju¢e RNK definiSu identitet ¢elija visecelijskog organizma, ali i do-
pustaju ¢elijama promene u genskoj ekspresiji i posledi¢no promene u fenotipu. Ove promene mogu da se
jave kao odgovor na promene iz okruzenja kao $to su stvaranje Celijskog diverziteta u toku razvoja ili prila-
godavanije Celija na promene u dostupnosti hranljivih materija ili izloZenost stresnim stimulusima [31].

Metilacija molekula DNK predstavlja naslednu, kovalentnu epigeneti¢cku modifikaciju koja je naj-
vise izuc¢avana i podrazumeva prenos metil grupe sa S-adenozilmetionina na citozin na poziciji C5 pri ¢emu
nastaje 5-metilcitozin. Metilacija molekula DNK nije nasumi¢no rasuta po genomu, vec se najcesce nalazi na
citozinu u okviru CpG dinukleotida koji su grupisani u tzv. CpG ostrvca kod sisara [32]. Hipermetilovana CpG
ostrvca koja su lokalizovana u promotorskom regionu blizu po¢etka mesta transkripcije gena predstavljaju
marker transkripciono neaktivnih gena, sto definise direktnu vezu izmedu epigenetickih modifikacija i gen-
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ske ekspresije [33]. Metilacija molekula DNK obezbeduje stabilno nasledivanje obrasca genske ekspresije,
pri ¢emu se metilovani geni drze reprimirani i zakljucani. Takode, metilacija ima veoma vaznu ulogu u ge-
nomskom imprintingu, inaktivaciji X hromozoma i tumorogenezi [34]. Enzimi DNK metiltransferaze (engl.
DNA methyltransferase) (DNMT1, DNMT3A, i DNMT3B) imaju ulogu u uvodenju i prenosenju obrasca meti-
lacije molekula DNK. Ovi enzimi imaju dve razlic¢ite regulatorne funkcije, od kojih DNMT1 DNK metiltran-
sferaza ima ulogu u odrzavanju obrasca ve¢ uspostavljene metilacije u toku replikacije. Obrazac metilacije
DNK molekula se uspostavlja pomocu metiltransferaza koje vrse de novo metilaciju, a to su DNMT3A i
DNMT3B, i mogu da interaguju sa DNMT3L koji nema metiltransferaznu aktivnost, ali stimulise de novo me-
tiltransferaze [35].

Epigeneticko editovanje

Epigenetic¢ko editovanje se bazira na upotrebi DNK vezuju¢eg domena koji pruza mogucnost pre-
ciznog baznog sparivanja sa sekvencom od interesa i ne dovodi do izmena u primarnoj sekvenci molekula
DNK. Specifi¢nim pozicioniranjem elemenata koji imaju ulogu da modifikuju epigeneticke markere nesle-
ktivno delovanje je svedeno na minimum, sto redukuje sporedne nezeljene efekte [36-38]. Domenu koji se
vezuje za molekul DNK moze da bude pripojen i tzv. efektorski domen poreklom od enzima koji imaju ulogu
da pisu ili brisu epigeneticka obelezja na molekulu DNK ili na histonskim repovima. Efektorski domen moze
i da regrutuje druge enzime koji uvode ili uklanjaju specifi¢na epigeneticka obeleZja. Za pozicioniranje kom-
pleksa za editovanje epigenoma na molekulu DNK koriste se proteini sa cinkanim prsti¢ima (engl. Zinc fin-
ger nuclease, ZFN), efektori sli¢ni aktivatoru transkripcije (engl. Transcription-activator-like effector nucleases,
TALEN) i Cas9 proteini. ZFN i TALEN su modularni proteini koji se vezuju za molekul DNK i moraju da se di-
zajniraju zasebno za svaki regon koji se targetuje. TALE-TET1 sistem je uspesno korisé¢en za demetilaciju ICR2
regiona (engl. imprinted control region 2), u cilju smanjenja ekspresije p57, inhibitora ¢elijskog ciklusa i po-
vecanja replikacije pankreati¢nih beta celija [39]. Grupisani (klasterovani) kratki palindromski ponovci na
jednakim rastojanjima (engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR) su prisutni
kod mnogih bakterija i vec¢ine arhea i imaju ulogu u ste¢enom imunskom sistemu [40, 41]. Asocirane en-
donukleaze (engl. CRISPR associated, Cas) formiraju komplekse (CRISPR/Cas) zajedno sa pojedina¢nim mo-
lekulima CRISPR-RNK (crRNK) koji se na osnovu komplementarnosti sparuju sa stranim molekulima DNK
[42, 43]. Primena ovog sistema koji je inicijalno razvijen za editovanje genoma dovela je do velikog napre-
tka u razvoju sistema za epigenetic¢ko editovanje zahvaljujuci fleksibilnosti i modularnoj prirodi sistema [44].
Prednost CRISPR/Cas9 sistema koja ga Cini privlacnim za potencijalne terapeutske pristupe se ogleda u mo-
guénosti istovremenog ciljanja vise regiona u genomu uz pomoc¢ vise razli¢itih RNK vodilja (QRNK) bez ika-
kvih izmena na proteinu Cas9 [45, 46]. Naime, Cas9 ima dva endonukleazna domena koji se aktiviraju
prilikom formiranja kompleksa sa molekulom DNK, ostavljajuci dvolancani prekid. Male insercije i delecije
u ciljanom regionu koje nastaju kao rezultat popravke uvedenih dvolancanih prekida dovode do mutacija
i poremecene funkcionalnosti genskog produkta [47]. Nakon gasenja endonukleazne aktivnosti, dCas9 (engl.
deactivated/dead Cas9, dCas9) protein moze da ima ulogu platforme kojoj ¢e se dodati drugi efektorski do-
meni s ciliem da menjaju metilacioni status ciljanog lokusa, uvode posttranslacione modifikacije histonaiili
da dovode do razli¢itih modifikacija istovremeno uti¢udi na arhitekturu hromatina [9, 44]. Efektorski domeni
koji sluze kao aktivatori genske ekspresije su VP64, VP160 [48], TET1 [49], tripartitini transkripcioni aktivator
VPR (sastavljen je od VP64, P65 i Rta) [50], kao i kataliticka subjedinica acetiltransferaze P300 koja katalizuje
acetilaciju lizina 27 histona H3 [51]. Kao represori se koriste domeni DNMT3A, DNMT3A-DNMT3L, KRAB
(engl. Kriippel associated box), LSD1 (engl. lysine specific demethylse 1) enzima.



Upotreba CRISPR/Cas9 sistema za dobijanje celija koje proizvode insulin

Alati za editovanje (epi)genoma su pojednostavili i ubrzali razvoj metoda koje omogucavaju dire-
ktnu promenu terminalno diferenciranih ¢elija u druge tipove Celija zaobilaZzenjem intermedijernog stanja i
mogli bi u velikoj meri da doprinesu masovnoj proizvodniji ¢elija za terapiju dijabetesa [10, 52]. IstraZivanja
koja se zasnivaju na upotrebi razli¢itih CRISPR/Cas9 sistema ukljucuju razli¢ite tipove Celija delujuéi na gene
koji su povezani sa dijabetesom. CRISPR/Cas9 sistem za ciljanu aktivaciju gena (engl. target gene activation,
TGA sistem ne deluje direktno na molekul DNK, ve¢ ciljano aktivira gene indirektnim putem tako $to regru-
tuje transkripcionu masineriju ili modulatore koji menjaju epigeneticke oznake. Ovaj sistem je ispitivan na
adultnim Zivotinjama koje eksprimiraju Cas9 (knockin Zivotinje za Cas9), kojima je kroz repnu venu injeciran
AAV vektor sa informacijom za gRNK i aptamer koji ima ulogu da regrutuje kompleks za aktivaciju trans-
kripcije ciljanog gena [53]. Ovaj sistem je doveo do uspesnog pokretanja ekspresije transkripcionog faktora
PDX1 u ¢elijama jetre, nakon cega je zabeleZena njihova transdiferencijacija u celije koje proizvode insulin.
Kod miseva kojima je dijabetes tipa 1 (DT1) izazvan pomocu streptozotocina doslo je do povecanja nivoa
insulina u serumu i poboljsanja hiperglikemijskog statusa. Ovakav TGA sistem je, pored model sistema za
DT1, koris¢en za tretman muskularne distrofije i akutne bolesti bubrega [53]. Istrazivaci su razvili nacin kako
da efikasno upotrebe CRISPR/Cas9 za popravku mutacije u genu za protein volframin u humanim induko-
vanim pluripotentnim mati¢nim celijama i da ih zatim transdiferenciraju u funkcionalne beta celije pomocu
Sestostepenog protokola za diferencijaciju ciljanjem razli¢itih razvojnih i signalnih puteva. U ovom istrazi-
vanju koris¢ene su indukovane pluripotentne celije poreklom od fibroblasta izolovanih iz pacijenata sa Vol-
framovim sindromom koji predstavlja redak autozomalno recesivni poremecaj uzrokovan mutacijom u genu
WFS1. Pojava prvih simptoma dijabetesa se razvija u ranom detinjstvu, zajedno sa ostecenjem optickog
nerva i neurodegeneracijom. Nakon transplantacije geneticki korigovanih i diferenciranih beta ¢elija u di-
jabeti¢ne miseve dolazi do normalizacije nivoa glukoze u krvi, u toku $estomesecnog perioda posmatranja.
Naime, korekcija gena WFST znacajno doprinosi poveéanju stepena diferencijacije i funkcionisanja beta ¢e-
lija u kojima je pokazan nizi nivo stresa i apoptotskih markera u odnosu na celije u kojima mutacija nije ko-
rigovana i koje nakon transplantacije nisu dovele do postizanja kontrole glikemije [54]. Nedavno je pokazano
da alati koji se zasnivaju na CRISPR sistemu mogu da se koriste za multipleksno epigeneti¢ko editovanje
kako bi se pokrenula ekspresija gena specifi¢nih za beta ¢elije u imortalizovanim humanim embrionalnim
celijama bubrega (HEK293 ¢elijska linija) i humanim indukovanim pluripotentnim celijama. Ova studija je po-
kazala princip usmeravanja celijske diferencijacije pomocu istovremenog koris¢enja nekoliko razlicitih
CRISPR/dCas9 sistema i to CRISPR/dCas9-VP160, CRISPR/dCas9-TET1 i CRISPR/dCas9-P300 kako bi se aktivi-
rali geni za PDX1, NEUROGS3, PAX4 i insulin. CRISPR/dCas9-P300 se pokazao kao najefikasniji u aktivaciji ek-
spresije svih ciljanih gena, dok kombinacija sva tri testirana sistema nije dala sinergisticki efekat [55]. Takode,
CRISPR/dCas9-P300 je delovao najefikasnije kada je bio u kombinaciji sa samo jednom gRNK, ¢iji je efekat
pak zavisio od pozicije na promotoru. Kombinacija 2-3 najefikasnije gRNK nije dala nikakvo poboljsanje u
aktivaciji, Sto je u suprotnosti u odnosu na rezultate koji su dobijeni ispitivanjem sistema za utisavanje
genske ekspresije [46].

U februaru 2022. godine je prvi put primenjena VCTX210 alogena terapija mati¢nim celijama koja je
dizajnirana da nadomesti gubitak beta celija pankreasa u dijabetesu. CyT49 humane pluripotentne mati¢ne
Celije su modifikovane uz pomo¢ CRISPR/Cas9 sistema tako da izbegnu prepoznavanje i napad od strane
autoimunskog sistema pacijenata, $to bi moglo da omogucdi eliminaciju imunosupresivne terapije pri trans-
plantaciji. Naime, ¢elijskoj liniji CyT49 nedostaje gen B2M dok eksprimira CD274 koji je poznat kao progra-
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mirani ligand smrti (PD-L1) koji stiti ¢elije od napada T ¢elija [56]. Ovaj pristup u Celijskoj terapiji je u fazi 1
klini¢ckog ispitivanja, i do sada je potvrdeno da je kod prvog pacijenta koji je primio terapiju zabelezena
proizvodnja insulina 90 dana od tretmana kao i smanjena upotreba egzogenog insulina za 91% [57, 58].

Transdiferencijacija alfa ¢elija pankreasa

Kao glavni i najatraktivniji alternativni izvor celija za transdiferencijaciju u beta celije izdvojile su se
alfa ¢elije endokrinog pankreasa. Pored toga $to se njihovim direktnim reprogramiranjem prevazilazi pluri-
potentno stanje i rizik od maligniteta, prednost koju poseduju alfa ¢elije u odnosu na druge tipove celija je
zajednicko poreklo sa beta celijama, visok nivo plasti¢nosti, bliska pozicioniranost u Langerhansovom
ostrvcu i bogata prokrvljenost sto obezbeduje prirodno okruzenje pogodno za njihovo prezivljavanje i nor-
malno funkcionisanje [52, 59]. Njihovom transdiferencijacijom bi se potencijalno obnovila masa beta ¢elija,
dok bi se istovremeno smanjio broj alfa ¢elija i popravio naruseni balans izmedu insulina i glukagona koji
se javlja u dijabetesu [25, 60]. Alfa ¢elije imaju sposobnost da se spontano transdiferenciraju u ¢elije koje
proizvode insulin nekoliko meseci nakon skoro potpunog gubitka beta Celija kod miseva koji su tretirani
toksinom difterije [61]. Veliki potencijal alfa ¢elija da se indukovano transdiferenciraju u beta ¢elije pokazuju
razliciti eksperimentalni pristupi koji isticu vaznu ulogu transkripcionih faktora specifi¢nih za beta celije kao
$to su Pax4, PDX1, MafA ili Nkx6-1 [12, 62].

O povezanosti metilacije molekula DNK sa odredivanjem ¢elijskog identiteta govori i podatak da u
odsustvu Dnmt1 i Arx-a iz alfa Celija pankreasa misa dolazi do njihove transdiferencijacije u beta ¢elije [63].
Ulogu Arx-a u odredivanju identiteta alfa ¢elija endokrinog pankreasa ucvrstilo je istrazivanje koje je poka-
zalo da je Arx u beta ¢elijama pankresa metilovan i utisan, dok je u alfa ¢elijama i beta ¢elijama kojima ne-
dostaje Dnmt1 hipometilovan i aktivan [64]. Rezultati ovog istrazivanja inicirali su alternativni put za
transdiferencijaciju alfa ¢elija pankreasa. Naime, nakon samo jedne transfekcije i ciljanog utisavanja ekspre-
sije iskljucivo gena Arx koji je krucijalan za odrzavanje identiteta alfa ¢elija dolazi do pokretanja procesa nji-
hove transdiferencijacije i tranzijentne ekspresije, sinteze i oslobadanja insulina iz ovih celija [65]. Nakon
optimizacije procesa nukleofekcije u cilju efikasnije isporuke sistema za epigeneticko editovanje u alfa ce-
lijama pankreasa misa (aTC1-6 ¢elijska linija) [26], uporedivan je nivo ekspresije gena Arx nakon primene tri
razli¢ita konstrukta za gensku represiju. Koris¢eni su dCas9-Dnmt3a3L, dCas9-KRAB i dCas9-Dnmt3a3L-KRAB
u kombinaciji sa ¢etiri gRNK dizajnirane da obuhvate promotorski region gena Arx [65]. Konstrukt dCas9-
Dnmt3a-Dnmt3L uvodi metilaciju na oko 1000 bp udaljenih od ciljane sekvence, pri ¢emu su pikovi meti-
lacije na 25 bp uzvodno od i 40 bp nizvodno od pozicije PAM sekvence, dok mesto vezivanja obezbedeno
komplementarnim sparivanjem ciljanog DNK molekula i gRNK u duZzini od 20 bp ostaje fizicki zasticeno i ne-
metilovano [36]. Domen KRAB deluje kao snazan represor transkripcije. On nema enzimatsku funkciju, ali re-
grutuje proteine utisavace koji modifikuju histone (histonske metiltransferaze, deacetilaze i kompleks za
remodelovanje nukleozoma) i DNMT3A/3B, uspostavljajuci heterohromatin [46, 66]. Rezultati ciljanog bi-
sulfitnog sekvenciranja su pokazali da je konstrukt dCas9-Dnmt3a3L-KRAB (EpiCRISPR) bio najefikasniji u
uvodenju metilacije. EpiCRISPR konstrukt predstavlja fuzioni protein koji sadrzi kataliticki domen misijeg
Dnmt3a, C-terminalni domen Dnmt3L i KRAB domen koji su kuplovani sa kataliti¢ki neaktivnim dCas9. Uve-
dena metilacija je za posledicu imala 45% nizi nivo ekspresije iRNK za Arx do 7. dana od nukleofekcije, a
nakon 12 dana se ekspresija podigla na pocetni nivo. lako iRNK za Cas9 nije detektovana u ovom periodu,
uvedena metilacija je ostala bliZza nivou detektovanom u beta celijskoj liniji nego inicijalnom nivou u alfa ¢e-
lijama. U 1% tranzijentno transfekovanih (reprogramiranih) alfa celija insulin je detektovan na nivou iRNK i
proteina unutar i nakon oslobadanja iz ¢elija do 15. dana nakon transfekcije. lako nisu detektovane pro-



mene u nivou iRNK za glukagon, ove celije ga u manjoj meri sekretuju u odnosu na lazno transfekovane ce-
lije. Rezultati analize transkripcionog profila epigeneticki modifikovanih alfa celija pokazuju da je on sli¢niji
profilu kontrolnih alfa nego beta ¢elija iako je doslo do pokretanja ekspresije Slc2a2 kao i Pax4 i MafA na
nivou iRNK (Slika 3). Dobijeni rezultati ukazuju na postojanje mehanizama koji odrzavaju identitet alfa ce-
lija i odupiru se promenama na nivou epigenoma. Takode, zaklju¢eno je i da se metilacija Arx-a moZe po-
smatrati kao neophodan signal za pokretanje ekspresije Ins2 u alfa ¢elijama [65]. Eksperimentalno je
pokazano da editovanje epigenoma uz pomo¢ DNMT3A-dCas9 i KRAB-dCas9 dovodi do prolazne metilacije
molekula DNK i trimetilacije histona H3 na lizinu 9 i da ove modifikacije potpuno nestaju 24 dana nakon
tretmana. Ustanovljeno je da su za maksimalnu represiju gena neophodne razli¢ite kombinacije histonskih
modifikacija i metilacije molekula DNK odnosno fino podeSavanje alata za editovanje u zavisnosti od lo-
kusa i tipa celija [67].

Krajniji cilj ¢elijskog reprogramiranja nije “perfektna” beta ¢elija, koja u potpunosti odgovara zreloj beta
Celiji endokrinog pankreasa kako bi ostvarila terapeutski potencijal. Nju pre svega treba da karakterise od-
sustvo rizika od tumorogeneze ili hipoglikemijskih efekata kao i izdrzljivost, da oslobada dovoljno insulina
i da reaguje na stimulaciju glukozom [52].

ZAKLJUCAK:

Inspirisano prirodnom pojavom spontane promene identiteta terminalno diferenciranih tipova celija
usled promena iz okruzenja kao i zahvaljujudi razvoju alata za editovanje (epi)genoma javio se novi pravac
u razvoju potencijalnih tretmana dijabetesa. Saznanja koja su dobijena iz rezultata brojnih uspesno reali-
zovanih pokusaja celijske transdiferncijacije iskoris¢ena su za razjasnjavanje osnova mehanizama ovog pro-
cesa, dok su sa druge strane otvorena i mnoga pitanja koja se ti¢u sposobnosti zadrZzavanja novonastalog
stanja odn. tendencije ka vracdaju u predasnje stanje. Postojanje moguc¢nosti uticanja na reprogramiranje Ce-
lijskog identiteta pruza veliki znacaj za modelovanje mnogih kompleksnih bolesti kao i potencijal za pre-
vodenje u terapeutske svrhe. Rezultat svih uloZenih istrazivackih napora su klini¢ka ispitivanja koja ukljucuju
CRISPR terapiju za razli¢ite bolesti, ukljucujudi i dijabetes i koja su uglavnom u prvoj fazi ispitivanja.
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Slika 1. Somatske ¢elije kao izvor ¢elija za transdiferencijaciju u éelije koje proizvode insulin. Celije endodermalnog porekla su hepatocite, epitelne ¢elije zu¢ne
kese, ¢elije intestinalnih kripti i antralne celije Zeluca; celije ektodermalnog porekla su keratinociti, a fibroblasti su mezodermalnog porekla. Pored tipa celija dat je spi-
sak transkripcionih faktora ili tretmana koji su primenjeni u cilju transdiferencijacije. (Preuzeto i modifikovano od Kalo i sar., 2022) [12].
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Slika 2. Shematski prikaz Langerhansovog ostrvca i pokusaja transdiferencijacije pankreati¢nih celija u éelije koje proizvode insulin. Pored crvenih strelica su
pobrojani transkripcioni faktori i njihove kombinacije ili hemijski agensi koji su kori$¢eni u eksperimentima za indukciju Celijske transdiferencijacije (Preuzeto i modifi-

kovano od Kalo i sar., 2022) [12].
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Slika 3. Metilacija promotora Arx-a dovodi do pokretanja ekspresije Ins2 u alfa ¢elijama (aTC1-6 celijska linija). A) Shematski prikaz konstrukata koji su koris¢eni
za dirigovanu represiju Arx gena. B) ,Lazno” transfekovanim alfa ¢elijama nedostaju ¢etiri gRNK uz pomo¢ kojih se dCas9-Dnmt3a3L-KRAB konstrukt vezuje za promotor
Arx gena. U EpiC transfekovanim celijama (Celije transfekovane kombinacijom plazmida koji nose dCas9-Dnmt3a3L-KRAB fuzioni konstrukt, reporterski konstrukt i 4
gRNA za Arx) se nakon smanjene ekspresije Arx-a beleZi pokretanje ekspresije insulina na nivou iRNK i proteina, kao i pokretanje ekspresije Pax4, MafA i Slc2a2 koji su ka-
rakteristi¢ni za beta celije pankreasa (Preuzeto i prilagodeno od Pordevic i sar., 2023) [65].
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