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Apstrakt

U osnovi dijabetesa se nalazi smanjen broj beta ćelija endokrinog pankreasa, njihovo poremećeno
funkcionisanje ili gubitak identiteta u procesu dediferencijacije. Jedna od aktuelnih strategija za po-
tencijalnu primenu u terapiji dijabetesa je i direktno ćelijsko reprogramiranje kojim bi se nadomestio
nedostatak funkcionalnih beta ćelija i insulina u organizmu. Ovaj pravac u istraživanjima podrazu-
meva transdiferencijaciju somatskih ćelija poreklom iz različitih organa u ćelije koje proizvode insu-
lin kroz modulaciju ekspresije transkripcionih faktora koji su ključni za održavanje ćelijskog identiteta.
U ovom poglavlju biće predstavljena aktuelna istraživanja koja podrazumevaju ćelijsko reprogrami-
ranje uz pomoć novih sintetičkih alata koji imaju ulogu da dirigovano uvode izmene u (epi)genom sa
posebnim osvrtom na CRISPR/Cas9 sistem i njegove modifikacije. Alfa ćelije endokrinog pankreasa
predstavljaju atraktivan izvor ćelija za potencijalnu terapiju dijabetesa zato što dele zajedničko pore-
klo sa beta ćelijama, imaju visok nivo plastičnosti kao i zbog bliske pozicioniranosti koja obezbeđuje
prirodno okruženje pogodno za njihovo preživljavanje. Jedna od nedavnih studija je podrazumevala
upotrebu EpiCRISPR sistema za ciljano uvođenje metilacije u okviru promotora gena Arx u alfa ćeli-
jama pankreasa miša u cilju njihove transdiferencijacije. Uvedene izmene na nivou epigenoma su do-
vele do pokretanja ekspresije insulina u alfa ćelijama pankreasa miša i inicijacije procesa njihove
transdiferencijacije u ćelije koje produkuju insulin.

Ključne reči: editovanje epigenoma; dijabetes; CRISPR/Cas9; alfa ćelije pankreasa; transdiferencijacija;
insulin
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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.

Key words: epigenome editing; diabetes; CRISPR/Cas9; pancreatic alpha cells, transdifferentiation,
insulin
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Šećerna bolest ili dijabetes predstavlja grupu metaboličkih poremećaja koji dovode do hronične
hiperglikemije tj. povišene koncentracije glukoze u krvi usled poremećene biološke aktivnosti hormona in-
sulina, njegove neadekvatne sekrecije ili zbog postojanja oba poremećaja. Beta ćelije pankreasa predstav-
ljaju senzore glukoze, proizvode i oslobađaju hormon insulin koji reguliše brojne fiziološke procese, a
njegova ključna uloga je u održavanju koncentracije glukoze u krvi. U osnovi patogeneze dijabetesa se na-
lazi poremećeno funkcionisanje beta ćelija, gubitak njihovog identiteta i prisustvo polihormonalnih ćelija,
kao i povećano umiranje, s obzirom da sposobnost deobe beta ćelija 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 hronične hiperglikemije i istih hroničnih komplikacija koje su posledica apsolutno ili relativno
narušene funkcionalnosti beta ćelija, njihove poremećene proliferacije ili autoimunske reakcije koja na kraju
dovodi do smanjenja mase beta ćelija [2].

Pristupi u terapiji dijabetesa

Pored farmakološkog pristupa u terapiji dijabetesa gde spada upotreba insulina i lekova koji deluju
na povećanje senzitivnosti ćelija na insulin, stimulaciju insulinske sekrecije i poboljšanje kontrole glikemije,
aktuelan je i ćelijski pristup u terapiji. Naime, egzogeno dodavanje insulina nije u potpunosti efikasno u re-
gulaciji svakodnevnih naleta visokog nivoa glukoze u krvi, što dugoročno gledano dovodi do niza kompli-
kacija u okviru drugih organa, kao što su bolesti bubrega i kožne infekcije [3, 4]. Kako bi se povećao broj ćelija
koje su osetljive na glukozu i koje odgovaraju oslobađanjem adekvatne količine insulina važno je delovati
lokalno na nivou organizma. Ćelijski pristup u terapiji ima za cilj zamenu oštećenih ili obnavljanje ukupne
mase beta ćelija i podrazumeva transplantaciju pankreasa i Langerhansovih ostrvaca poreklom od donora.
Ovaj pristup je efikasan, ali se susreće sa brojnim preprekama kao što su ograničen broj donora i pridruženi
sporedni efekti imunosupresivnih lekova što onemogućava široku primenu ovog vida terapije. Broj obole-
lih od dijabetesa u svetu je u konstantnom porastu pa je pronalaženje alternativnih terapeutskih pristupa
važan pravac u istraživanjima. Velika pažnja je usmerena ka očuvanju preostalih i sprečavanju daljeg gubi-
tka funkcionalnih beta ćelija, ka stimulaciji replikacije i rasta novih beta ćelija poreklom od progenitorskih
ćelija [5, 6]. Težnja za pronalaskom alternativih izvora beta ćelija dovela je do velikog broja pokušaja dife-
rencijacije embrionalnih i indukovanih pluripotentnih stem ćelija, kao i reprogramiranja terminalno dife-
renciranih tipova ćelija prisutnih u organizmu [6, 7]. Embrionalne i indukovane pluripotentne matične ćelije
poseduju veliki potencijal da se diferenciraju u druge tipove ćelija, između ostalih i u beta ćelije pankreasa,
međutim njihovo korišćenje u ćelijskoj terapiji još uvek nailazi na ograničenja kao što je mogućnost napada
od strane autoimunskog sistema ili njihova tumorogena priroda [8]. Proces ćelijske transdiferencijacije po-
drazumeva direktan prelazak iz jednog u drugi terminalno diferencirani tip ćelija, isključujući pluripotentno
i intermedijerno stanje. Sposobnost ćelija da adaptiraju svoj fenotip kao odgovor na promene iz spoljašnje
sredine bez promena u genetičkom materijalu definiše se kao ćelijska plastičnost. Zahvaljujući tome, mo-
gućnost da se utiče na reprogramiranje ćelijskog identiteta daje veliki prostor za modelovanje bolesti i po-
tencijal za prevođenje u terapeutske svrhe [9]. Veliki broj funkcionalnih tipova ćelija poput kardiomiocita,
neurona, hepatocita i hematopoetskih ćelija do sada je dobijen od fibroblasta ili drugih tipova somatskih će-
lija u in vitro uslovima [10]. Takođe su uspešno realizovani različiti pokušaji transdiferencijacije pankreatič-
nih i drugih tipova somatskih ćelija koje nisu poreklom iz pankreasa u ćelije koje zadobijaju sposobnost da
reaguju na glukozu, proizvode i oslobađaju insulin, tzv. ćelije koje liče na beta ćelije pankreasa [11, 12]. Će-
lije jetre, epitelne ćelije žučne kese, fibroblasti kože, ćelije antralnog dela želuca i keratinociti su neki od naj-
češće korišćenih tipova ćelija koji nisu poreklom iz pankreasa u pokušajima transdiferencijacije u ćelije koje
proizvode insulin (Slika 1.) [13-18]. Acinarne i duktalne ćelije koje ulaze u sastav egzokrinog dela pankreasa
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su uspešno transdiferencirane u prisustvu više transkripcionih faktora koji su specifični za beta ćelije kao
što su NGN3, MAFA i PAX6 (Slika 2.) [19, 20].

Različiti nivoi regulacije genske ekspresije su tačke na kojima može da se deluje kako bi se pojačala,
smanjila ili potpuno isključila ekspresija gena za transkripcione faktore koji su pre svega odgovorni za odr-
žavanje ćelijskog identiteta. Kako bi se unapredio ćelijski pristup u terapiji dijabetesa u cilju modulacije
ekspresije ključnih transkripcionih faktora neophodno je detaljno proučiti njihovu ulogu u pravilnom funk-
cionisanju beta ćelija, ispitati interakcije i mehanizme koji regulišu njihovu ekspresiju.

Rezultati istraživanja koji su pokazali postojanje veze između epigenetičkih modifikacija i razvoja di-
jabetesa doveli su do razvoja tzv. „epilekova“ koji imaju sposobnost da menjaju epigenetička obeležja gde
spadaju inhibitori histonskih deacetilaza (kao što je vorinostat) ili demetilujući agensi (predstavnik je 5-Aza-
2’-dezoksicitidin koji inhibira enzime DNK metiltransferaze) [21, 22]. Problem sa tretmanom mnogih ko-
mpleksnih bolesti, među kojima je i dijabetes, različitim „epilekovima“ je što oni deluju neselektivno na
epigenetička obeležja za koja su razvijeni i dovode do neželjenih sporednih efekata. Neki od njih imaju lošu
stabilnost i kratak poluživot [23, 24]. Sa druge strane, novi sintetički epigenetički alati dizajnirani su tako da
dirigovano i precizno menjaju epigenetička obeležja na specifičnim mestima, s ciljem da dovedu do pro-
mene u ekspresiji samo jednog ili više gena. Zahvaljujući reverzibilnoj prirodi epigenetičkih modifikacija ci-
ljano editovanje epigenoma pruža ogroman potencijal u različitim oblastima, od osnovnih istraživanja do
biomedicine i primenjene biotehnologije, te bi moglo da se posmatra kao alternativa u odnosu na „epile-
kove“ [9]. Napredak u efikasnoj isporuci genetičkog materijala u ćelije pomoću plazmida, adeno-asociranih
virusa (AAV), modifikovanih molekula RNK i nanočestica obezbedeđuje efikasniji, jednostavniji i sigurniji
put za pokretanje procesa transdiferencijacije ciljanih ćelija [12, 25, 26].

Različite ćelije jednog organizma ispoljavaju specifične karakteristike i održavaju stabilan obrazac
genske ekspresije. Nastanak diferenciranih ćelija adultnog organizma se posmatra kao razvojni proces ne-
diferenciranih u terminalno diferencirane ćelije koje formiraju tkiva ili organe [27]. U stabilnim uslovima, će-
lije adultnog organizma održavaju diferencirano stanje pri čemu jedinstveni tip ćelija često može da usvoji
neke karakteristike drugog tipa ćelija zahvaljujući promenama u genskoj ekspresiji koje nastaju kao posle-
dica odgovora na promene iz okruženja [28, 29]. Ključnu ulogu u interpretaciji genoma koja podrazumeva
aktivaciju ili represiju dela genoma imaju epigenetički mehanizmi koji utiču na dostupnost genomskih re-
giona. Proučavanjem 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 još 1942. godine prvi put upo-
trebio termin „epigenetika“ kako bi označio uticaj okruženja na genom u toku razvoja u cilju formiranja će-
lijskog fenotipa [30]. Skup epigenetičkih obeležja koja uključuju metilaciju molekula DNK, dostupnost
hromatina, posttranslacione modifikacije histonskih proteina (kao što su acetilacija, fosforilacija, ubikviti-
nacija, sumoilacija histona, itd.) i nekodirajuće RNK definišu identitet ćelija višećelijskog organizma, ali i do-
puštaju ćelijama promene u genskoj ekspresiji i posledično promene u fenotipu. Ove promene mogu da se
jave kao odgovor na promene iz okruženja kao što su stvaranje ćelijskog diverziteta u toku razvoja ili prila-
gođavanje ćelija na promene u dostupnosti hranljivih materija ili izloženost stresnim stimulusima [31].

Metilacija molekula DNK predstavlja naslednu, kovalentnu epigenetičku modifikaciju koja je naj-
više izučavana i podrazumeva prenos metil grupe sa S-adenozilmetionina na citozin na poziciji C5 pri čemu
nastaje 5-metilcitozin. Metilacija molekula DNK nije nasumično rasuta po genomu, već se najčešće 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 početka mesta transkripcije gena predstavljaju
marker transkripciono neaktivnih gena, što definiše direktnu vezu između epigenetičkih modifikacija i gen-
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ske ekspresije [33]. Metilacija molekula DNK obezbeđuje stabilno nasleđivanje obrasca genske ekspresije,
pri čemu se metilovani geni drže reprimirani i zaključani. Takođe, metilacija ima veoma važnu ulogu u ge-
nomskom imprintingu, inaktivaciji X hromozoma i tumorogenezi [34]. Enzimi DNK metiltransferaze (engl.
DNA methyltransferase) (DNMT1, DNMT3A, i DNMT3B) imaju ulogu u uvođenju i prenošenju obrasca meti-
lacije molekula DNK. Ovi enzimi imaju dve različite regulatorne funkcije, od kojih DNMT1 DNK metiltran-
sferaza ima ulogu u održavanju obrasca već uspostavljene metilacije u toku replikacije. Obrazac metilacije
DNK molekula se uspostavlja pomoću metiltransferaza koje vrše de novo metilaciju, a to su DNMT3A i
DNMT3B, i mogu da interaguju sa DNMT3L koji nema metiltransferaznu aktivnost, ali stimuliše de novo me-
tiltransferaze [35].

Epigenetičko editovanje

Epigenetičko editovanje se bazira na upotrebi DNK vezujućeg domena koji pruža mogućnost pre-
ciznog baznog sparivanja sa sekvencom od interesa i ne dovodi do izmena u primarnoj sekvenci molekula
DNK. Specifičnim pozicioniranjem elemenata koji imaju ulogu da modifikuju epigenetičke markere nesle-
ktivno delovanje je svedeno na minimum, što redukuje sporedne neželjene efekte [36-38]. Domenu koji se
vezuje za molekul DNK može da bude pripojen i tzv. efektorski domen poreklom od enzima koji imaju ulogu
da pišu ili brišu epigenetička obeležja na molekulu DNK ili na histonskim repovima. Efektorski domen može
i da regrutuje druge enzime koji uvode ili uklanjaju specifična epigenetička obeležja. Za pozicioniranje kom-
pleksa za editovanje epigenoma na molekulu DNK koriste se proteini sa cinkanim prstićima (engl. Zinc fin-
ger nuclease, ZFN), efektori slični 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 uspešno korišćen za demetilaciju ICR2
regiona (engl. imprinted control region 2), u cilju smanjenja ekspresije p57, inhibitora ćelijskog ciklusa i po-
većanja replikacije pankreatičnih beta ćelija [39]. Grupisani (klasterovani) kratki palindromski ponovci na
jednakim rastojanjima (engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR) su prisutni
kod mnogih bakterija i većine arhea i imaju ulogu u stečenom imunskom sistemu [40, 41]. Asocirane en-
donukleaze (engl. CRISPR associated, Cas) formiraju komplekse (CRISPR/Cas) zajedno sa pojedinačnim 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 epigenetičko editovanje zahvaljujući fleksibilnosti i modularnoj prirodi sistema [44].
Prednost CRISPR/Cas9 sistema koja ga čini privlačnim za potencijalne terapeutske pristupe se ogleda u mo-
gućnosti istovremenog ciljanja više regiona u genomu uz pomoć više različitih RNK vodilja (gRNK) bez ika-
kvih izmena na proteinu Cas9 [45, 46]. Naime, Cas9 ima dva endonukleazna domena koji se aktiviraju
prilikom formiranja kompleksa sa molekulom DNK, ostavljajući dvolančani prekid. Male insercije i delecije
u ciljanom regionu koje nastaju kao rezultat popravke uvedenih dvolančanih prekida dovode do mutacija
i poremećene funkcionalnosti genskog produkta [47]. Nakon gašenja endonukleazne aktivnosti, dCas9 (engl.
deactivated/dead Cas9, dCas9) protein može da ima ulogu platforme kojoj će se dodati drugi efektorski do-
meni s ciljem da menjaju metilacioni status ciljanog lokusa, uvode posttranslacione modifikacije histona ili
da dovode do različitih modifikacija istovremeno utičući na arhitekturu hromatina [9, 44]. Efektorski domeni
koji služe kao aktivatori genske ekspresije su VP64, VP160 [48], TET1 [49], tripartitini transkripcioni aktivator
VPR (sastavljen je od VP64, P65 i Rta) [50], kao i katalitička subjedinica acetiltransferaze P300 koja katalizuje
acetilaciju lizina 27 histona H3 [51]. Kao represori se koriste domeni DNMT3A, DNMT3A-DNMT3L, KRAB
(engl. Krüppel associated box), LSD1 (engl. lysine specific demethylse 1) enzima.
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Upotreba CRISPR/Cas� sistema za dobijanje ćelija koje proizvode insulin

Alati za editovanje (epi)genoma su pojednostavili i ubrzali razvoj metoda koje omogućavaju dire-
ktnu promenu terminalno diferenciranih ćelija u druge tipove ćelija zaobilaženjem intermedijernog stanja i
mogli bi u velikoj meri da doprinesu masovnoj proizvodnji ćelija za terapiju dijabetesa [10, 52]. Istraživanja
koja se zasnivaju na upotrebi različitih CRISPR/Cas9 sistema uključuju različite tipove ćelija delujući na gene
koji su povezani sa dijabetesom. CRISPR/Cas9 sistem za ciljanu aktivaciju gena (engl. target gene activation,
TGA) je korišćen za transdiferencijaciju mišijih ćelija jetre u ćelije koje proizvode insulin u in vivo uslovima.
TGA sistem ne deluje direktno na molekul DNK, već ciljano aktivira gene indirektnim putem tako što regru-
tuje transkripcionu mašineriju ili modulatore koji menjaju epigenetičke oznake. Ovaj sistem je ispitivan na
adultnim životinjama koje eksprimiraju Cas9 (knockin životinje 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 uspešnog pokretanja ekspresije transkripcionog faktora
PDX1 u ćelijama jetre, nakon čega je zabeležena njihova transdiferencijacija u ćelije koje proizvode insulin.
Kod miševa kojima je dijabetes tipa 1 (DT1) izazvan pomoću streptozotocina došlo je do povećanja nivoa
insulina u serumu i poboljšanja hiperglikemijskog statusa. Ovakav TGA sistem je, pored model sistema za
DT1, korišćen za tretman muskularne distrofije i akutne bolesti bubrega [53]. Istraživači su razvili način kako
da efikasno upotrebe CRISPR/Cas9 za popravku mutacije u genu za protein volframin u humanim induko-
vanim pluripotentnim matičnim ćelijama i da ih zatim transdiferenciraju u funkcionalne beta ćelije pomoću
šestostepenog protokola za diferencijaciju ciljanjem različitih razvojnih i signalnih puteva. U ovom istraži-
vanju korišćene su indukovane pluripotentne ćelije poreklom od fibroblasta izolovanih iz pacijenata sa Vol-
framovim sindromom koji predstavlja redak autozomalno recesivni poremećaj uzrokovan mutacijom u genu
WFS1. Pojava prvih simptoma dijabetesa se razvija u ranom detinjstvu, zajedno sa oštećenjem optičkog
nerva i neurodegeneracijom. Nakon transplantacije genetički korigovanih i diferenciranih beta ćelija u di-
jabetične miševe dolazi do normalizacije nivoa glukoze u krvi, u toku šestomesečnog perioda posmatranja.
Naime, korekcija gena WFS1 značajno doprinosi povećanju stepena diferencijacije i funkcionisanja beta će-
lija u kojima je pokazan niži nivo stresa i apoptotskih markera u odnosu na ćelije 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 epigenetičko editovanje
kako bi se pokrenula ekspresija gena specifičnih za beta ćelije u imortalizovanim humanim embrionalnim
ćelijama bubrega (HEK293 ćelijska linija) i humanim indukovanim pluripotentnim ćelijama. Ova studija je po-
kazala princip usmeravanja ćelijske diferencijacije pomoću istovremenog korišćenja nekoliko različitih
CRISPR/dCas9 sistema i to CRISPR/dCas9-VP160, CRISPR/dCas9-TET1 i CRISPR/dCas9-P300 kako bi se aktivi-
rali geni za PDX1, NEUROG3, 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 sinergistički efekat [55]. Takođe,
CRISPR/dCas9-P300 je delovao najefikasnije kada je bio u kombinaciji sa samo jednom gRNK, čiji je efekat
pak zavisio od pozicije na promotoru. Kombinacija 2-3 najefikasnije gRNK nije dala nikakvo poboljšanje u
aktivaciji, što je u suprotnosti u odnosu na rezultate koji su dobijeni ispitivanjem sistema za utišavanje
genske ekspresije [46].

U februaru 2022. godine je prvi put primenjena VCTX210 alogena terapija matičnim ćelijama koja je
dizajnirana da nadomesti gubitak beta ćelija pankreasa u dijabetesu. CyT49 humane pluripotentne matične
ćelije su modifikovane uz pomoć CRISPR/Cas9 sistema tako da izbegnu prepoznavanje i napad od strane
autoimunskog sistema pacijenata, što bi moglo da omogući eliminaciju imunosupresivne terapije pri trans-
plantaciji. Naime, ćelijskoj liniji CyT49 nedostaje gen B2M dok eksprimira CD274 koji je poznat kao progra-
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mirani ligand smrti (PD-L1) koji štiti ćelije od napada T ćelija [56]. Ovaj pristup u ćelijskoj terapiji je u fazi 1
kliničkog ispitivanja, i do sada je potvrđeno da je kod prvog pacijenta koji je primio terapiju zabeležena
proizvodnja insulina 90 dana od tretmana kao i smanjena upotreba egzogenog insulina za 91% [57, 58].

Transdiferencijacija alfa ćelija pankreasa

Kao glavni i najatraktivniji alternativni izvor ćelija za transdiferencijaciju u beta ćelije izdvojile su se
alfa ćelije endokrinog pankreasa. Pored toga što se njihovim direktnim reprogramiranjem prevazilazi pluri-
potentno stanje i rizik od maligniteta, prednost koju poseduju alfa ćelije u odnosu na druge tipove ćelija je
zajedničko poreklo sa beta ćelijama, visok nivo plastičnosti, bliska pozicioniranost u Langerhansovom
ostrvcu i bogata prokrvljenost što obezbeđuje prirodno okruženje pogodno za njihovo preživljavanje i nor-
malno funkcionisanje [52, 59]. Njihovom transdiferencijacijom bi se potencijalno obnovila masa beta ćelija,
dok bi se istovremeno smanjio broj alfa ćelija i popravio narušeni balans između insulina i glukagona koji
se javlja u dijabetesu [25, 60]. Alfa ćelije imaju sposobnost da se spontano transdiferenciraju u ćelije koje
proizvode insulin nekoliko meseci nakon skoro potpunog gubitka beta ćelija kod miševa koji su tretirani
toksinom difterije [61]. Veliki potencijal alfa ćelija da se indukovano transdiferenciraju u beta ćelije pokazuju
različiti eksperimentalni pristupi koji ističu važnu ulogu transkripcionih faktora specifičnih za beta ćelije kao
što su Pax4, PDX1, MafA ili Nkx6-1 [12, 62].

O povezanosti metilacije molekula DNK sa određivanjem ćelijskog identiteta govori i podatak da u
odsustvu Dnmt1 i Arx-a iz alfa ćelija pankreasa miša dolazi do njihove transdiferencijacije u beta ćelije [63].
Ulogu Arx-a u određivanju identiteta alfa ćelija endokrinog pankreasa učvrstilo je istraživanje koje je poka-
zalo da je Arx u beta ćelijama pankresa metilovan i utišan, dok je u alfa ćelijama i beta ćelijama kojima ne-
dostaje Dnmt1 hipometilovan i aktivan [64]. Rezultati ovog istraživanja inicirali su alternativni put za
transdiferencijaciju alfa ćelija pankreasa. Naime, nakon samo jedne transfekcije i ciljanog utišavanja ekspre-
sije isključivo gena Arx koji je krucijalan za održavanje identiteta alfa ćelija dolazi do pokretanja procesa nji-
hove transdiferencijacije i tranzijentne ekspresije, sinteze i oslobađanja insulina iz ovih ćelija [65]. Nakon
optimizacije procesa nukleofekcije u cilju efikasnije isporuke sistema za epigenetičko editovanje u alfa će-
lijama pankreasa miša (αTC1-6 ćelijska linija) [26], upoređivan je nivo ekspresije gena Arx nakon primene tri
različita konstrukta za gensku represiju. Korišćeni su dCas9-Dnmt3a3L, dCas9-KRAB i dCas9-Dnmt3a3L-KRAB
u kombinaciji sa četiri gRNK dizajnirane da obuhvate promotorski region gena Arx [65]. Konstrukt dCas9-
Dnmt3a-Dnmt3L uvodi metilaciju na oko 1000 bp udaljenih od ciljane sekvence, pri čemu su pikovi meti-
lacije na 25 bp uzvodno od i 40 bp nizvodno od pozicije PAM sekvence, dok mesto vezivanja obezbeđeno
komplementarnim sparivanjem ciljanog DNK molekula i gRNK u dužini od 20 bp ostaje fizički zaštićeno i ne-
metilovano [36]. Domen KRAB deluje kao snažan represor transkripcije. On nema enzimatsku funkciju, ali re-
grutuje proteine utišavače koji modifikuju histone (histonske metiltransferaze, deacetilaze i kompleks za
remodelovanje nukleozoma) i DNMT3A/3B, uspostavljajući heterohromatin [46, 66]. Rezultati ciljanog bi-
sulfitnog sekvenciranja su pokazali da je konstrukt dCas9-Dnmt3a3L-KRAB (EpiCRISPR) bio najefikasniji u
uvođenju metilacije. EpiCRISPR konstrukt predstavlja fuzioni protein koji sadrži katalitički domen mišijeg
Dnmt3a, C-terminalni domen Dnmt3L i KRAB domen koji su kuplovani sa katalitički neaktivnim dCas9. Uve-
dena metilacija je za posledicu imala 45% niži nivo ekspresije iRNK za Arx do 7. dana od nukleofekcije, a
nakon 12 dana se ekspresija podigla na početni nivo. Iako iRNK za Cas9 nije detektovana u ovom periodu,
uvedena metilacija je ostala bliža nivou detektovanom u beta ćelijskoj liniji nego inicijalnom nivou u alfa će-
lijama. U 1% tranzijentno transfekovanih (reprogramiranih) alfa ćelija insulin je detektovan na nivou iRNK i
proteina unutar i nakon oslobađanja iz ćelija do 15. dana nakon transfekcije. Iako nisu detektovane pro-
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mene u nivou iRNK za glukagon, ove ćelije ga u manjoj meri sekretuju u odnosu na lažno transfekovane će-
lije. Rezultati analize transkripcionog profila epigenetički modifikovanih alfa ćelija pokazuju da je on sličniji
profilu kontrolnih alfa nego beta ćelija iako je došlo do pokretanja ekspresije Slc2a2 kao i Pax4 i MafA na
nivou iRNK (Slika 3). Dobijeni rezultati ukazuju na postojanje mehanizama koji održavaju identitet alfa će-
lija i odupiru se promenama na nivou epigenoma. Takođe, zaključeno je i da se metilacija Arx-a može po-
smatrati kao neophodan signal za pokretanje ekspresije Ins2 u alfa ćelijama [65]. Eksperimentalno je
pokazano da editovanje epigenoma uz pomoć 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 različite kombinacije histonskih
modifikacija i metilacije molekula DNK odnosno fino podešavanje alata za editovanje u zavisnosti od lo-
kusa i tipa ćelija [67].

Krajnji cilj ćelijskog reprogramiranja nije “perfektna“ beta ćelija, koja u potpunosti odgovara zreloj beta
ćeliji endokrinog pankreasa kako bi ostvarila terapeutski potencijal. Nju pre svega treba da karakteriše od-
sustvo rizika od tumorogeneze ili hipoglikemijskih efekata kao i izdržljivost, da oslobađa dovoljno insulina
i da reaguje na stimulaciju glukozom [52].

ZAKLJUČAK:

Inspirisano prirodnom pojavom spontane promene identiteta terminalno diferenciranih tipova ćelija
usled promena iz okruženja kao i zahvaljujući razvoju alata za editovanje (epi)genoma javio se novi pravac
u razvoju potencijalnih tretmana dijabetesa. Saznanja koja su dobijena iz rezultata brojnih uspešno reali-
zovanih pokušaja ćelijske transdiferncijacije iskorišćena su za razjašnjavanje osnova mehanizama ovog pro-
cesa, dok su sa druge strane otvorena i mnoga pitanja koja se tiču sposobnosti zadržavanja novonastalog
stanja odn. tendencije ka vraćaju u pređašnje stanje. Postojanje mogućnosti uticanja na reprogramiranje će-
lijskog identiteta pruža veliki značaj za modelovanje mnogih kompleksnih bolesti kao i potencijal za pre-
vođenje u terapeutske svrhe. Rezultat svih uloženih istraživačkih napora su klinička ispitivanja koja uključuju
CRISPR terapiju za različite bolesti, uključujući i dijabetes i koja su uglavnom u prvoj fazi ispitivanja.
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Slika �. Somatske ćelije kao izvor ćelija za transdiferencijaciju u ćelije koje proizvode insulin. Ćelije endodermalnog porekla su hepatocite, epitelne ćelije žučne
kese, ćelije intestinalnih kripti i antralne ćelije želuca; ćelije ektodermalnog porekla su keratinociti, a fibroblasti su mezodermalnog porekla. Pored tipa ćelija 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 �. Shematski prikaz Langerhansovog ostrvca i pokušaja transdiferencijacije pankreatičnih ćelija u ćelije koje proizvode insulin. Pored crvenih strelica su
pobrojani transkripcioni faktori i njihove kombinacije ili hemijski agensi koji su korišćeni u eksperimentima za indukciju ćelijske transdiferencijacije (Preuzeto i modifi-
kovano od Kalo i sar., 2022) [12].

Slika �. Metilacija promotora Arx-a dovodi do pokretanja ekspresije Ins2 u alfa ćelijama (αTC�-� ćelijska linija). A) Shematski prikaz konstrukata koji su korišćeni
za dirigovanu represiju Arx gena. B) „Lažno“ transfekovanim alfa ćelijama nedostaju četiri gRNK uz pomoć kojih se dCas9-Dnmt3a3L-KRAB konstrukt vezuje za promotor
Arx gena. U EpiC transfekovanim ćelijama (ćelije transfekovane kombinacijom plazmida koji nose dCas9-Dnmt3a3L-KRAB fuzioni konstrukt, reporterski konstrukt i 4
gRNA za Arx) se nakon smanjene ekspresije Arx-a beleži pokretanje ekspresije insulina na nivou iRNK i proteina, kao i pokretanje ekspresije Pax4, MafA i Slc2a2 koji su ka-
rakteristični za beta ćelije pankreasa (Preuzeto i prilagođeno od Đorđević i sar., 2023) [65].
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