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SAZETAK

Sredi$nji Ziv¢ani sustav (SZS) vrlo je osjetljiv na upalne procese, ozljede i
traume. Obzirom da mu je regeneracija ograni¢ena, ovaj je sustav razvio
jedinstven odgovor na ozljedu, a Ciji je temelj glijalni oziljak. Glijalni oziljak,
kao heterogena struktura, graden je od vise vrsta stanica, od kojih se isticu
mikroglija i astrociti. Svojim specificnim karakteristikama, ove stanice u
zdravom SZS-u odrzavaju homeostazu, dok u slucaju ozljede predvode
njezinu ponovnu uspostavu. Mikroglija, smjestena u samom parenhimu,
glavni je imunosni cuvar ovog sustava, koji brojnim povrsinskim
receptorima prepoznaje i najmanje promjene te brzo pokreée upalni
odgovor. Specificni ameboidni oblik omoguéuje joj obavljanje fagocitoze,
kljuéne za odrzavanje ravnoteze SZS-a. Astrociti, kao heterogene stanice
obavljaju niz funkcija poput odrzavanja ionske homeostaze i krvnomozdane
barijere (KMB), izgradnje neuronskih mreza, oblikovanja sinapsi te
regulacije neurotransmitera. U sluéaju ozljede SZS-a, mikroglija i astrociti
prolaze kroz niz morfoloskih i funkcionalnih promjena koje rezultiraju
formiranjem guste mreze astrocita oko lezije, kao i pojacanim
mikroglijalnim uklanjanjem stani¢énog otpada. Dinamic¢na komunikacija
mikroglija i astrocita temelj je stabilnog i funkcionalnog oziljka koji
ograniCava Sirenje upale i potiCe regenerativni proces. Iako je glijalni oziljak
nuzan za zastitu zdravog tkiva, neke njegove komponente, poput kondroitin
sulfat proteoglikana (CSPG) i kolagena I onemoguduju rast aksona i
otezavaju oporavak S7S-a. Otezana regeneracija pridonosi razvoju
neurodegenerativnih bolesti, stoga je za razvoj novih terapija nuzno
razumjeti proces nastanka glijalnog ozZiljka, s naglaskom na interakciju

mikroglija i astrocita.

Klju¢ne rijeéi: astrociti, glijalni oZiljak, mikroglija, ozljeda SZS-a



ABSTRACT

The central nervous system (CNS) is highly sensitive to inflammatory
processes, injuries, and trauma. Given its limited regenerative capacity, the
CNS has developed a unique response to injury, whose major part is
formation of a glial scar. The glial scar, a heterogeneous structure, contains
multiple cell types, with microglia and astrocytes being particularly
important. With their specific characteristics, these cells maintain
homeostasis in a healthy CNS, while in case of injury they promote its
recovery, which is limited. Microglia, located within the parenchyma,
represent the primary immune guardians of this system. They detect the
smallest changes through numerous surface receptors, quickly initiating an
inflammatory response. Their specific amoeboid shape allows them to
perform phagocytosis, which is crucial for maintaining CNS balance.
Astrocytes, as heterogeneous cells, perform a variety of functions, including
ionic homeostasis and the blood-brain barrier (BBB) maintenance, neural
networks build up, synapses shaping, and neurotransmitters regulation. In
the case of CNS injury, microglia and astrocytes undergo a series of
morphological and functional changes, resulting in the formation of a dense
astrocytic network around the lesion, as well as enhanced removal of
cellular waste by microglia. The dynamic communication between microglia
and astrocytes is fundamental to create a stable and functional scar that
limits the spread of inflammation and promotes the regenerative process.
Although the glial scar is essential for protecting healthy tissue, certain
components, such as chondroitin sulfate proteoglycans (CSPGs) and
collagen I, inhibit axonal growth and obstruct CNS recovery. Limited
regeneration contributes to the development of neurodegenerative
diseases; therefore, understanding the process of glial scar formation, with
a focus on microglia-astrocyte interaction, is crucial for developing new

therapies.

Key words: astrocytes, glial scar, microglia, CNS injury.
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1. UvOD

Sredi$nji zivéani sustav (SZS) izuzetno je kompleksan i specifican dio
ljudskog organizma. Obzirom na njegove jedinstvene karakteristike,
regeneracija mu je ograni¢ena, a procesi zacjeljivanja se znatno razlikuju
od onih u drugim dijelovima tijela. U perifernim tkivima glavne stanice
odgovorne za stvaranje oziljka su fibroblasti, dok u SZS-u tu ulogu
preuzimaju glijalne stanice, ponajvise mikroglija i astrociti. Ove stanice,
koje su se dugo vremena smatrale uglavhom pasivnim sudionicima u
vitalnim funkcijama SZS-a, pokazale su aktivnu ulogu u njegovoj obrani i

regeneraciji. [1]

Mikroglija, kao jedine rezidentne imunosne stanice SZS-a, prva su linija
obrane koja modulira upalnu reakciju kao odgovor na ozljedu. [2, 3]
Kontinuirano analiziranje prostora koji ih okruzuje omogucuje ovim
stanicama brzu reakciju, ¢ak i na najmanje promjene u okolisu.
Prepoznavanje prijetnji pomoéu mnostva receptora izrazenih na povrsini,
poput Toll-like receptora (TLR) i NOD-like receptora (NLR), dovodi do
otpustanja signala koji poti¢u mikroglijalnu aktivaciju. Aktivirana mikroglija
luCi velik broj proupalnih medijatora, koji doprinose pojacavanju upalnog
odgovora, regrutaciji drugih imunosnih stanica na mjesto ozljede te

fagocitozi stani¢nih ostataka. [4]

Stanice koje su takoder aktivirane mikroglijalnim proupalnim medijatorima
su astrociti, glavne stanice zaduZene za odrzavanje homeostaze SZS-a. Svoj
status opravdavaju nizom funkcija koje obavljaju kako bi ravnoteza sustava
bila odrzana, poput poticanja vaskularizacije i oporavka krvnomozdane
barijere (KMB), zastite neurona od ekscitotoksi¢nosti te stvaranja fizicke
barijere koja ogranicava daljnje Sirenje ozljede. [5, 6, 7] Odgovor astrocita
na povredu SZS-a, rezultat je niza procesa koji se zajedno nazivaju reaktivna
astroglioza. Reaktivna astroglioza

podrazumijeva hipertrofiju, poveéanu ekspresiju glijalnog fibrilarnog kiselog
proteina (engl. glial fibrillary acidic protein, GFAP) te pojacano lucenje
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molekula izvanstani¢nog matriksa (engl. extracellular matrix, ECM), poput
kondroitin sulfat proteoglikana (CSPG). [7, 8]

Aktivna komunikacija mikroglija i astrocita klju¢na je za pravilno formiranje
i stabilnost glijalnog oziljka. Medusobnom regulacijom, ove stanice
odrzavaju ravnotezu izmedu proupalnih i protuuplanih signala,
osiguravajuci povoljne uvjete za regeneraciju. [9] Premda su ove interakcije
primarno zastitne prirode, nedostatak njihove regulacije dovodi do
nekontrolirane upale i sekundarnih ostecenja koji dodatno kompliciraju te

istovremeno onemogucavaju oporavak SZS-a.

SVRHA RADA

Proces formiranja glijalnog oziljka prilicno je kompleksan i zahtjevan, stoga
je ovaj pregledni rad usmjeren na samo jedan njegov dio, a to je doprinos
mikroglija i astrocita njegovom stvaranju. Svrha rada je obuhvatiti
najvaznije uloge koje mikroglija i astrociti obavljaju te ih staviti u kontekst
ozljede SZS-a, gdje njihova aktivnost postaje nuzna za formiranje oZiljka.
Osim toga, naglasava se vaznost razumijevanja medusobne interakcije
mikroglija i astrocita za razvoj novih terapija kojima je cilj potaknuti
oporavak SZS-a nakon ozljede te se ukazuje na neke od uzroka dvostruke

prirode glijalnog oziljka.



2. MIKROGLIJA: OSNOVNA OBILJEZJA

Mikroglija su stanice smjeStene u parenhimu SZS-a te su kao tkivni
makrofagi vazan dio njegove imunosti. Obzirom da se nalaze u samom
tkivu, predstavljaju jedine imunosne stanice koje neprekidno nadziru okolis
SZS-a, §to ih ujedno ¢ini prvom linijom njegove obrane od patogena. Osim
uloge u imunosnoj obrani, mikroglije aktivho sudjeluju i u odrzavanju
homeostaze SZS-a. [2, 3]

Zbog specificnog podrijetla, koje je vezano za hematopoetske progenitore
zumanjcane vrecice, mikroglija se moze zamijetiti ve¢ u vrlo ranoj fazi
embrionalnog razvoja. U 12. - 13. gestacijskom tjednu progenitori
mikroglije iz Zumanjcane vrecice migriraju krvozilnim sustavom u mozdani
parenhim, zatim proliferiraju te kroz svoj razvojni proces stjecu jedinstveni

geneticki biljeg koji ih razlikuje od ostalih tkivnih makrofaga.

Mikroglijalni progenitori ameboidnog su oblika kojeg karakterizira veliko,
okruglo tijelo i kratki izdanci. Takav oblik omoguduje visoku pokretljivost
ovih stanica, ¢ime se olakSava njihova migracija. Takoder, ameboidni oblik
pogodan je za fagocitozu koju vrSe ove stanice, a koja je iznimno vazna za
odrzavanje ravnoteZe i za pravilan razvoj SZS-a. Fagocitoza ukljucuje
uklanjanje mrtvih stanica, patogena te stani¢nih ostataka, c¢ime se
sprjeCava nakupljanje stani¢nog otpada koji moze izazvati upalu. Osim
procesa fagocitoze, odrzavanju ravnoteze SZS-a pridonosi sinapti¢ko

obrezivanje, kao i uklanjanje toksi¢nih tvari. [2]

Zahvaljujuci prilagodljivosti ameboidnog oblika, mijenjanje morfologije
mikroglija tijekom razvoja uvelike je olaksano. Kako se razvija, mikroglija
poprima razgranatu morfologiju - malo tijelo sa brojnim izduzenim
izdancima, koja im omogucuje neprestano skeniranje podrucja koje ih
okruzuje (Slika 1). Nakon zavrSenog razvoja, daljnje mijenjanje morfologije

ovisi o podrazajima iz okolisa koji ih okruzuje.



MorfoloSke promjene izuzetno su vazne za mikrogliju jer odrazavaju nove
funkcijske zahtjeve s kojima se ove stanice susre¢u kroz razvoj. Svojom
sposobnos¢éu migracije i dinamic¢nim promjenama morfolgije, mikroglije se
razlikuju od ostalih stanica SZS-a. Dok mikroglije aktivho migriraju, prvo
tijekom razvoja kako bi kolonizirale parenhim, a zatim i u odrasloj dobi kako
bi ga stitile od oStecenja, astrociti i oligodendrociti uglavnom su stacionarne

stanice.

Slika 1 - Promjena morfologije mikroglija tijekom razvoja. Stvoreno pomocu
BioRender.com
Mikroglija su stanice koje se istiCcu po svojoj dugovjecnosti u usporedbi s
drugim tkivnim makrofagima. Drugi se tkivni makrofagi redovito zamjenjuju

cirkuliraju¢im monocitima, dok to sa mikroglijom nije sluc¢aj. [3]

Mikroglija naseljava SZS prije potpune formacije KMB-a. Nakon &to se
formira, KMB ograni¢ava propusnost stanica periferne krvi do SZS-a, stoga
je, sama zamjena mikroglija s ovim stanicama uvelike otezana. Mikroglije
su to ograni¢enje nadvladale sposobnos¢u samoobnove, koja se temelji na
balansiranoj lokalnoj proliferaciji i apoptozi rezidentnih mikroglija. Taj
balans odrzava stabilan broj mikroglija, Sto je iznimno vazno za odrzavanje

homeostaze SZS-a.

Istrazivanje Askew K. i suradnika [10] je pokazalo da je odrzavanje
populacije mikroglija aktivni proces koji se u zdravom SZS-u zasniva
prvenstveno na njihovoj samoobnovi, a ne na zamjeni cirkuliraju¢im

monocitima.

Dakle, mikroglije su se prilagodile izazovhom okruzenju SZS-a svojim

jedinstvenim podrijetlom, sposobnoséu samoobnove i brzom prilagodbom
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na nove uvjete. Ovakve karakteristike omogucuju im autonomiju i

neovisnost o perifernim stanicama.

2.1. RAZVOJ] I FUNKCIJE MIKROGLIJE

Funkcije mikroglija su mnogobrojne. Njihova im razgranata morfologija
omogucuje neprestano analiziranje podruéja koje ih okruzuje te
komunikaciju s neuronima, astrocitima, oligodendrocitima i krvnim zilama.
Zbog tih brojnih komunikacija koje ostvaruju, ove stanice imaju znacajnu

ulogu u regulaciji mnogih procesa koji se odvijaju u SZS-u.

Poznato je da mikroglija vrlo rano naseljava podrucje mozga, Sto joj
omogucuje da sudjeluje u razvojnim procesima SZS-a, poput neurogeneze,
programirane stani¢ne smrti, preoblikovanja sinapsi te oblikovanja

neuronskih mreza. [10]

Embrionalna je mikroglija, za razliku od one u odraslom mozgu, nejednoliko
rasporedena, tj. koncentrirana je u nekoliko specificnih podrucja mozga:
prvenstveno se nalazi u ventrikularnoj i subventrikularnoj zoni mozga.
(Slika 2). [11]

A B c Legend
*  Amoeboid embryonic microglia
» T | T
A = | 2 ,| A Intermediate ramified microglia
‘ Mz A | A .

% Ramified microglia
Astrocyte
Radial glia cell

| Bloodvessel

- Neuron
. Ventricle ® Lok

Ventricle

Ventricle »

E8 E12  Ela El6 £18 PO
Slika 2 - Rasporedenost mikroglija u embrionalnom misjem mozgu. [11]

Ta cinjenica ne Cudi obzirom da su to podrucja intenzivne neurogeneze koju
mikroglija nadgleda i omogucuje njezino pravilno odvijanje. U provedenoj
studiji Cunningham C. L. i suradnika [12] uoceno je kako mikroglija
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procesom fagocitoze smanjuje, tj. regulira brojnost neuronskih
prekursorskih stanica (engl. neural precursor cell, NPC) tijekom
neurogeneze. Takva je regulacija potrebna kako bi broj novonastalih
neurona odgovarao potrebama mozga te kako bi se neuronska mreza

pravilno oblikovala.

Prema istrazivanju Sierra A. i suradnika [13], mikroglija regulira

neurogenezu ne samo tijekom embrionalnog razvoja, vec i u odrasloj dobi.

Prisutnost mikroglija u podrucju hipokampusa takoder pridonosi uklanjanju
nezrelih, apoptotickih neurona bez izazivanja upalnih reakcija. [14] Na taj

se nacin osigurava povoljno okruzenje za daljnji razvoj neuronske mreze.

Vazno je napomenuti da, iako mikroglija provodi aktivhu fagocitozu
oStecenih neurona i neurona koji su prepoznati kao visak, ona takoder pruza
potporu i poti¢e prezivljenje preostalih neurona tako Sto oslobada inzulinu

slican faktor rasta 1 (engl. insulin-like growth factor 1, IGF-1).

Pokazalo se da IGF-1 potice i diferencijaciju multipotentnih neuronskih
progenitorskih stanica u oligodendrocite te da stiti nezrele oligodendrocite
od apoptoze posredovane glutamatom. Osim IGF-1, mikroglija luci i druge
troficke ¢imbenike koji pridonose normalnom razvoju neurona, primjerice

faktor rasta fibroblasta i faktor rasta hepatocita. [15]

Uz to Sto utjeCe na neurone, mikroglija aktivno sudjeluje i u preoblikovanju
sinapsi. Tijekom razvoja mozga, mikroglija provodi proces sinapti¢kog
obrezivanja (engl. ,synaptic pruning“) koji podrazumijeva eliminaciju
sinapsi koje su nepravilno formirane, ostecene ili jednostavno suvisne. [15,
16] Tim se procesom jacaju preostale sinapse te uklanjaju onih slabije
aktivne, ¢ime se osigurava plasticnost mozga, tj. njegova sposobnost

prilagodbe okolini i novim iskustvima.

Jedan od glavnih mehanizama oblikovanja sinapsi je fagocitoza. Ona
ukljucuje potpuno uklanjanje sinapsi koje je klju¢no tijekom ranog razvoja

mozga kako bi se neuronska mreza mogla pravilno formirati, a znacajnu



ulogu ima i u odrzavanju sinapticke homeostaze u odrasloj dobi. [16] Drugi
vazan mehanizam je trogocitoza, proces kojim mikroglija selektivno uklanja
dijelove sinapsi, omogucujuc¢i njihovo preoblikovanje bez potpunog

uklanjanja [16].

Regulacija imunosnog odgovora josS je jedna vazna funkcija mikroglija.
Budu¢i da neprestano analiziraju okolinu, i u slucaju nepravilnosti se
aktiviraju i pokre¢u imunosni odgovor, ove se stanice smatraju prvom

linijom obrane SZS-a.

Mikroglija je neizostavan dio stvaranja i odrzavanja funkcionalne neuronske
mreze, kao i imunosne obrane te odrzavanja homeostaze cijelog SZS-a. Ove
funkcije mikroglije medusobno se nadopunjuju i zajedno doprinose

normalnom razvoju SZS-a.

2.2. REPOPULACIJA MIKROGLIJA

UnatoC tome Sto su mikroglija dugozivuée stanice koje imaju sposobnost
brze lokalne samoobnove, obilne zamijene cijele populacije u zdravom SZSu
nisu im svojstvene. Medutim, u sluaju veceg gubitka uzrokovanog, bilo
starenjem, delecijom ili ozljedom, dolazi do tzv. repopulacije. [15]
Repopulacija predstavlja proces obnavljanja mikroglijalne populacije kako

bi se nadomjestio gubitak te kako se ne bi narusila homeostaza SZS-a.

Razli¢ite studije predlazu nekoliko teorija o nacinu repopulacije, iako je

tocno porijeklo novonastalih stanica i dalje predmet rasprave.

Ranija istrazivanja sugeriraju kako do repopulacije dolazi uslijed infiltracije
cirkulirajué¢ih monocita u SZS te njihove diferencijacije u makrofage. Doista,
postoji mogucénost prolaska navedenih stanica kroz KMB uslijed njezinog
osteéenja, no takva infiltracija je uvelike ogranic¢ena i rezultira nastankom
stanica koji funkcionalno nisu jednake mikrogliji, stoga ne moze

predstavljati glavni mehanizam repopulacije.



Studije poput onih koje su proveli Huang i suradnici [17] te Bruttger i
suradnici [18] ukazuju na manjkavosti ranijih istrazivanja i zastupaju brzu
i masovnu lokalnu proliferaciju postojeéih mikroglija kao glavni mehanizam

obnove.

U slucdaju drasticnog smanjenja broja mikroglija, postoje indikacije da bi
repopulaciji mogla doprinijeti i diferencijacija prekursorskih stanica, unatoc
tome Sto bi taj doprinos bio malen u odnosu na onaj koji se postize

proliferacijom postoje¢e mikroglije. [19]

Prema podacima koji su trenutno dostupni da se zakljuliti kako je
proliferacija (Slika 3) postojec¢ih mikroglija primarni i najucinkovitiji nacin
obnove populacije mikroglija, dok se u pojedinim istrazivanjima raspravlja
o nestin-pozitivnim stanicama kao prekursorskim stanicama za regeneraciju
mikroglije. [12] Medutim, treba naglasiti da je zasad samo rijeC o
hipotezama te da su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se potvrdilo

postojanje prekursorskih stanica.

Vazno je napomenuti da se, neovisno o izvoru, repopularizirana mikroglija
razlikuje od rezidentne mikroglije nastale iz Zumanjcane vrecice. Dakle, iako
je repopularizirana mikroglija pokazala funkcionalnu sli¢nost rezidentnoj

[19], geneticki biljezi karakteristi¢ni za rezidentnu mikrogliju nisu prisutni.

Slika 3 - Proliferacija mikroglije u mozgu misa nakon 0, 24, 48 i 72 sata. Strelice ukazuju

na proliferiraju¢u mikroglijalnu stanicu i njezino potomstvo. [10]



Proces repopulacije mikroglije temelji se na samoobnovi ovih stanica, Sto ga
¢ini iznimno specificnim i drugacijim od procesa kojima se druge stanice
SZ7S-a nadomjestaju. Neuroni su, prije svega, ograniceni svojim
postmitotickim stanjem jer nakon diferencijacije u odraslom mozgu gube
sposobnost dijeljenja i stvaranja novih stanica. Ta svojstva klju¢na su za
njihovu prilagodbu na specificne funkcije koje obavljaju, ali takoder
ogranic¢avaju njihovu regenerativnu sposobnost. [20] Osim toga, neuroni se
povezuju kompleksnom mrezom sinapsi, Cija rekonstrukcija nakon
osSteéenja dodatno otezava cijeli proces regeneracije. Vazno je naglasiti i da,
unatoC cinjenici da astrociti i oligodendrociti proliferiraju kako bi
nadomjestili gubitak, taj je opseg proliferacije znatno manji nego kod

mikroglije.

2.3. OGRANICENA REPOPULACIJA MIKROGLIJA

Repopulacija mikroglija vazan je proces obnove mikroglijalne populacije,

medutim postoje studije koje ukazuju na njezina ogranicenja.

Najafi i suradnici [21] proveli su istrazivanje u kojemu su proucavali
sposobnost repopulacije mikroglije odraslog mozga nakon deplecije
inhibitorom tzv. receptorom 1 faktora stimulacije kolonija (engl.
colonystimulating factor-1 receptor, CSF1R). CSF1R izrazito je vazan
mikroglijalni receptor, Cija je signalizacija nuzna za njihovo prezivljenje,
diferencijaciju te proliferaciju. Njegova dugorocna inhibicija rezultira
eliminacijom gotovo 99% mikroglija. Nakon uklanjanja inhibitora, pracena
je stope repopulacije te je uoceno kako ona ovisi o0 samom opsegu
iscrpljivanja, pa je tako, u slucaju veéeg iscrpljivanja, repopulacija bila brza
i obilnija (Slika 4).
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Slika 4 - Brzina i obujam repopulacije ovise o opsegu iscrpljivanja. Prikaz kortikalnih regija
misa prije, tijekom i nakon iscrpljivanja mikroglije sa dvije razlicite doze inhibitora
PLX3397 tijekom 7 dana. [21]
Rezultati istrazivanja sugeriraju kako postoji moguénost vra¢anja brojnosti
populacije na onu prije deplecije. No, vazno je istaknuti kako novonastale

stanice nisu identi¢ne mikrogliji zahvacenoj deplecijom.

Primjerice, mijeloidne stanice koje infiltriraju u mozak mogu se diferencirati
u stanice slicne mikrogliji i nadomjestiti broj¢ani gubitak, medutim ne mogu

u potpunosti funkcionalno zamijeniti izgubljeni dio populacije.

Dakle, iako se broj stanica moze vratiti u pocetno stanje, novonastale
stanice ipak se razlikuju od rezidentne mikroglije, kako u fenotipskim, tako
i u funkcionalnim karakteristikama. Unato¢ ovim razlikama, repopulacija je
iznimno bitna kako bi osigurala nastanak stanica koje ¢e barem djelomicno
preuzeti funkcije rezidentne mikroglije kako bi se uspjesno odrzavala

homeostaza SZS-a.

2.4. AKTIVACIJA MIKROGLIJE

Zahvaljujuéi razgranatoj morfologiji, mikroglije su vrlo dinamicne stanice

koje neprestano ispituju okolinu i odrzavaju balans SZS-a. Tako da, kada
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govorimo o aktivaciji ovih stanica, zapravo govorimo o promijeni njihove

morfologije koja je usko povezana s funkcijom koju obavljaju.

Do aktivacije mikroglije dolazi kada mikroglijalni TLR stani¢ni receptori
prepoznaju molekularne obrasce povezane s patogenima (engl.
pathogenassociated molecular pattern molecules, PAMP) ili molekularne
obrasce povezane s ostecenjem (engl. damage-associated molecular
patterns, DAMP). Tada mikroglija ponovno poprima ameboidni oblik -
izdanci postaju kraci i deblji, a tijelo stanice se povecava kako bi se
pripremila za fagocitozu (Slika 5). Takve morfoloSke promjene omogucuju
mikroglijama brze kretanje prema mjestu ozljede ili upale, te ucinkovitije

uklanjanje patogena, mrtvih stanica ili njihovih ostataka.

Obzirom da nezrele i reaktivne (aktivirane) mikroglije dijele ameboidnu
morfologiju, vazno je istaknuti kako ipak postoje razlike u njihovoj ulozi.
Nezrela mikroglija primarno koristi fagocitozu kako bi obavljala ulogu
,Cistaca" SZS-a te je uglavnom prisutna tijekom razvoja mozga. S druge
strane, reaktivha mikroglija sudjeluje u odgovoru na upalu otpustanjem
proinflamatornih molekula te uklanja patogene svojom fagocithnom
aktivnos¢u. Takoder, reaktivha mikroglija ima sposobnost prezentacije
antigena, Cime pridonosi aktivaciji T-stanica i pokretanju imunosnog

odgovora, Sto za nezrelu mikrogliju nije svojstveno. [22]

CELL1 CELL 2 CELL3

Activation

Slika 5 - Promjena morfologije mikroglija tijekom aktivacije. Mikroglija
iz visoko razgranatog oblika prelazi u ameboidni. [23]
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Ovisno o podrazaju, moze doci do aktivacije proupalne ili protuupalne
mikroglije. U slucaju klasicne aktivacije koja je posredovana
lipopolisaharidima (engl. lipopolysaccharides, LPS), interferonom y (IFN-y)
ili faktorom stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (engl.
granulocytemacrophage colony-stimulating factor, GM-CSF), mikroglija

poprima M1 proupalni fenotip.

Vezanje LPS na TLR4 na povrsini mikroglije dovodi do aktivacije niza
signalnih puteva poput nuklearnog faktora kappa B (engl. nuclear factor
kappa B, NF-kB), transduktora signala i aktivatora transkripcije 5 (engl.
signal transducer and activator of transcription 5, STAT5) i
interferonregulatornih faktora (engl. interferon regulatory factors, IRF).
Navedeni signalni putevi uzrokuju transkripcijske promjene u jezgri i tako
poti¢u ekspresiju gena povezanih sa proizvodnjom i otpustanjem proupalnih

citokina i kemokina. [4]

IFN-y koristi Janus kinaza/transduktor signala i aktivator transkripcije (engl.
Janus kinase/Signal transducer and activator of transcription, JAK/STAT)
signalni put za poticanje M1 fenotipa. Vezanje IFN-y za IFN-y receptore 1 i
2 (IFN-yR1/2) rezultira aktivacijom Janus kinaza 1 i 2 (engl. engl. Janus
kinase, JAK1, JAK2). Tako aktivirani JAK-ovi fosforiliraju STAT1, koji se
zatim translocira u jezgru, gdje inducira ekspresiju gena nuznih za
izrazavanje M1 fenotipa. [4] Pokazalo se da GM-CSF takoder inducira

ekspresiju proupalnih citokina. [24]

Aktivacija NF-kB, STAT1, STAT5 te i IRF-ova dovodi do transkripcijski
promjena u jezgri koje se ocCituju izrazavanjem novih markera na povrsini
stanice (CD86, CD16/32, MHC-II) i otpustanjem velikog broja proupalnih
molekula poput citokina TNF-a, IL-1B, IL-6 te kemokina CCL2. Otpusteni
citokini i kemokini imaju vaznu ulogu u regrutiranju ostalih imunoloskih
stanica i stimulaciji astrocita. Takoder, ovakvom se aktivacijom potice

stvaranje reaktivnih vrsta kisika (engl. reactive oxygen species, ROS),
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reaktivnih vrsta dusika te prostaglandina E2. Djelovanje ovih molekula

uzrokuje neurotoksicnost. [4]

Ukoliko se mikroglija aktivira alternativnim putem, tj. pomocu IL-4, IL-40 ili
IgG, onda poprima M2 protuupalni fenotip koji djeluje neuroprotektivno.
Ovakav fenotip potice oslobadanje molekula poput poput IL-10, IL-4 i TGFB.
[4, 14]

Ova dva fenotipa mikroglije u dinami¢nom su odnosu i ovisno o podrazaju,
moguc je prelazak iz jednog fenotipa u drugi. Primjerice, M1 mikroglija se
prva aktivira kao odgovor na ozljedu ili infekciju i zadatak joj je unistiti
prodiru¢e patogene. U tom procesu, uslijed oslobadanja proupalnih
molekula, moze dodi do osStec¢enja neurona. Nakon aktivacije M1 fenotipa,
M2 mikroglija potiCe smanjenje upale, zacjeljivanje te ponovnu uspostavu
homeostaze. Uz sve to, M2 potice i oslobadanje neurotrofnih faktora poput
IGF-1, koji je neophodan za razvoj i zastitu neurona. [25] Odrzavanje ove
ravnoteZe od iznimne je vaznosti za SZS i njezino narusavanje dovodi do

ozbiljnih posljedica.

Dugotrajna aktivnost M1 mikroglije moze rezultirati kronicnom upalom koja,
posljedi¢no, moze izazvati trajno ostedenje neurona i pridonijeti razvoju
neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti.
[25]

Stoga, novi su nacini lijeCenja ovih bolesti usmjereni na poticanje M2
fenotipa, za koji je utvrdeno da potiCe regenerativhe procese poput
neurogeneze, aksonalnog preoblikovanja, angiogeneze te mijelinizacije.
[26] Cilj takvog pristupa je smanjenje upale, oporavak sustava te ponovno

uspostavljanje ravnoteze izmedu upalnih i protuupalnih procesa.

Iako, treba napomenuti kako je takav pristup lije¢enju tek u povojima te da
pretjerano poticanje M2 fenotipa takoder moze dovesti do nezeljenih
posljedica. [25] Shodno tome, da se zakljuditi kako odlazak u krajnosti ne

pogoduje SZSu, te da on, kao i svaki drugi sustav teZi stanju ravnoteze.
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3. ASTROCITI: OSNOVNA OBILJEZJA

Astrociti su heterogene stanice koje zajedno sa ependimalnim stanicama i
oligodendrocitima c¢ine makrogliju SZS-a. Izrazita raznolikost ovih stanica
ocituje se u njihovoj morfologiji, molekularnim obiljezjima i funkcijama koje
obavljaju. Njihova kompleksnost dodatno je naglasena samim procesom

njihovog razvoja.

Neuralne mati¢ne stanice (engl. neural stem cell, NSC) imaju klju¢nu ulogu
u razvoju razlicitih tipova stanica SZS-a, poput neurona, oligodendrocita,
pa tako i astrocita. [27] NSC se u ranom razvoju masovno dijele kako bi se
osigurao Sto veci broj mati¢nih stanica za daljnji razvoj. Nakon Sto se epitel
mozga zgusne, vecdina neuroepitelijalnih stanica postaju radijalne glijalne
(RG) stanice [27]. RG stanice djeluju kao mati¢ne stanice koje diferenciraju
u neurone i glijalne stanice te imaju vaznu ulogu i u usmjeravanju migracije
novonastalih neurona tijekom razvoja mozga. [27] Ovisno o podrucju gdje
se nalaze i periodu razvoja, RG stanice generiraju razliCite tipove neurona i
astrocita. Dakle, podrucje i vremenski okvir nastanka astrocita, na
svojevrstan nacin, odreduje njihove karakteristike, a samim time i njihovu

ulogu.

Kada govorimo o vremenskom slijedu, neurogeneza zapocinje vec¢ u ranim
fazama embrionalnog, i nastavlja se i u postnatalnom razvoju, dok se
astrociti pocinju formirati tek kasnije, pri samom kraju neurogeneze. Razvoj
astrocita zapocinje oko 16. gestacijskog tjedna te se, takoder, nastavlja i
kroz postnatalni razvoj. étoviée, gotovo polovina astrocita nastaje
postnatalno putem lokalne proliferacije. [28] Astrociti koji nastaju ranije u
embrionalnom razvoju pridonose oblikovanju neuronske mreze, dok kasnije
nastali astrociti sudjeluju u odrzavanju homeostaze i odgovorima na

ozljede.

Morfoloski razlikujemo dva glavna tipa astrocita, vlaknaste i

protoplazmatske (Slika 6). Vlaknasti astrociti prisutni su u bijeloj tvari i
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karakterizira ih izduzeno tijelo sa dugim, tankim i slabo razgranatim
izdancima. Nasuprot tome, protoplazmatski su astrociti rasporedeni u sivoj
tvari i imaju okruglo tijelo sa debelim i kratkim, ali izrazito razgranatim

izdancima. [29]

Razli¢ita morfologija i poloZaj ovih astrocita sugeriraju razliku u njihovim
funkcijama. Ovisno o podruc¢ju mozga u kojemu se nalaze, funkcije astrocita
se razlikuju i prilagodavaju procesima koji su specificni za odredeno
podrucje. Morfoloska i funkcionalna klasifikacija astrocita ljudskog mozga se

pokazala jos sloZenija i joS uvijek se otkrivaju nove podvrste.

fibrous astrocyte

protoplasmic -3 QK
astrocyte /S
e i "-v.é.. &

Slika 6 - Razli¢ita morfologija protoplazmatskog i vlaknastog astrocita. [30]

3.1. FUNKCIJE ASTROCITA

Funkcije ovih stanica doista su brojne, a uklju¢uju odrzavanje ionske
homeostaze, doprinos sinaptickoj plasti¢nosti, izgradnju neuronskih mreza,
sudjelovanje u oblikovanju sinapsi, uklanjanju otpada te regulaciji

neurotransmitera. [5]

Siva tvar mozga mjesto je obrade informacija koje se prenose putem
sinapsi, kljuénih struktura za komunikaciju neurona i odrzavanje
funkcionalnih neuronskih mreza, stoga je morfologija protoplazmatskih

astrocita prilagodena upravo tom zadatku. Drugim rije¢ima, svojim
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razgranatim izdancima jedan astrocit moze ostvariti kontakt sa gotovo dva

milijuna sinapsi. [31]

Astrocitna povezanost sa sinapsama opisuje se konceptom tripartitne
sinapse. Tripartitna sinapsa sastoji se od tri komponente: presinaptickog i
postsinaptickog neurona te perifernim izdancima astrocita (Slika 7). Uz vel
poznat princip oslobadanja neurotransmitera u sinapticku pukotinu od
strane presinaptickog neurona, a zatim vezanje tih neurotransmitera na
membrani postsinaptickog neurona, otkriveno je da i astrociti imaju aktivnu

ulogu u ovoj interakciji.

Zahvaljujuéi ovakvoj strukturi, astrociti mogu pratiti sinapticku aktivnost te
ovisno o tome regulirati oslobadanje neurotransmitera, kao i gliotransmitera
poput glutamata, ATP-a, GABA i D-serina. Oslobadanje neurotransmitera iz
neurona dovodi do povecanja razine kalcija u astrocitima, koji zatim
pojacano luce gliotransmitere, regulirajuci tako neuronsku aktivnost. [6] U
slu¢aju prekomjerne koncentracije ovih molekula, astrociti uklanjaju njihov
viSak iz sinapticke pukotine, ¢ime odrzavaju homeostazu nuznu za pravilnu
sinapti¢ku aktivnost. Osim koncentracije neurotransmitera i
gliotransmitera, astrociti odrzavaju optimalnu koncentraciju iona kao Sto su
kalij i kalcij. Regulacijom kalijevih iona odrzava se stabilan membranski
potencijal neurona, a regulacijom kalcijevih iona pridonosi se pravilnoj
signalizaciji i neuronskoj komunikaciji. Uz sve to, astrociti opskrbljuju
neurone energetskim supstratima te uklanjaju otpadne tvari, kao i

izvanstanicni ROS, stitedi ih tako od oksidativnog stresa.

Postojanje tripartitne sinapse bacilo je novo svjetlo na shvaéanje neuronske
komunikacije. Prije svega, ukazuje na kompleksnu interakciju neurona i
astrocita te na izravan utjecaj astrocita na sinapticku aktivnost.
Razumijevanje ove interakcije kljuno je za daljnja istrazivanja i

produbljivanje znanja o komunikaciji unutar SZS-a.
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Slika 7 - Tripartitna sinapsa. [32]

Vazno je naglasiti da, osim Sto poti¢u stvaranje sinapsi lucenjem
trombospondina [6], protoplazmatski astrociti takoder uklanjanju njihov
visak i sudjeluju u sinaptickom obrezivanju kako bi omogudili formiranje
novih, funkcionalnih sinapsi. Astrociti mogu ukloniti visak sinapsi izravno
putem fagocitoze ili neizravno, oznalavanjem sinapsi za eliminaciju
mikroglijom. [33] Oba nacina eliminacije ovise o samoj aktivnosti sinapsi,
Sto znaci da je vjerojatnije da ¢e manje aktivne ili neaktivne sinapse biti
uklonjene, dok ¢e one visoko aktivne ostati oCuvane. Na taj se nacin odrzava

plasti¢nost mozga.

S druge strane, vlaknasti se astrociti nalaze u podrucju bijele tvari, u kojoj
su smjesteni aksoni okruzeni mijelinskim ovojnicama, a cija je uloga
osigurati komunikaciju i uskladenost razli¢itih dijelova SZS-a. Dakle, dok
protoplazmatski astrociti ostvaruju direktni kontakt sa sinapsama, vlaknasti
astrociti komuniciraju sa aksonima i pruzaju im potporu pri prijenosu
signala. Iako, obzirom na vrstu komunikacije koju ostvaruju, vlaknasti
astrociti imaju manje izrazenu ulogu u tripartitnoj sinapsi, i dalje obavljaju

niz uloga kojima pridonose odrzavanju normalne funkcije SZS-a.
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Vlaknasti astrociti strukturna su i energetska potpora aksonima. Takoder,
poticu prezivljenje, proliferaciju i diferencijaciju zrelih oligodendrocita,
glavnih proizvodaca mijelina, kako bi osigurali stvaranje mijelinskih ovojnica
[34] koje obavijaju aksone i omogucuju brzi prijenos signala. Vazna uloga
vlaknastih astrocita je i regulacija koncentracije glutamata i iona [35] kako
bi se odrzao povoljan okoliS, odnosno optimalni uvjeti za prijenos

informacija.

Oba tipa astrocita ostvaruju brojne interakcije sa krvnim zilama te na taj
nacin pridonose regulaciji lokalnog protoka krvi SZS-a. Obzirom da su
istovremeno u kontaktu sa krvnim zilama i sinapsama/aksonima,
proizvodnjom i oslobadanjem prostaglandina E, dusSikovog oksida i
arahidonske kiseline povecavaju ili smanjuju promjer krvnih zila te tako
prilagodavaju protok krvi ovisno o neuronskoj aktivnosti. [6] Ovakva
povezanost izrazito je funkcionalna jer omogucuje astrocitima preuzimanje
glukoze iz krvnih Zila, zatim njezino metaboliziranje do laktata te opskrbu
neurona energijom nuznom za njihovu aktivhost. Uz sve to, astrociti

sudjeluju i u stvaranju i odrzavanju KMB-e. [6]

Glavnim markerom za identifikaciju astrocita smatra se GFAP. Medutim,
vazno je napomenuti kako njegova ekspresija nije jednaka u svim
astrocitima (postoje i GFAP-negativni astrociti) te da ovakvo bojenje
prikazuje samo mali dio njihovog volumena. Opcenito, genska ekspresija
astrocita uvelike se razlikuje ovisno o tome da li su prisutni u bijeloj ili sivoj
tvari, Sto se povezuje sa njihovom prilagodbom na okoliSne zahtjeve.
Primjerice, vlaknasti astrociti snazno izrazavaju GFAP, dok je kod
protoplazmatskih astrocita ekspresija ovog proteina znatno manja. Zbog
¢injenice da ne mozemo GFAP, kao niti neki drugi marker, nazvati
univerzalnim za pracenje astrocita, sve se viSe naglasava potreba za
markerom (ili kombinacijom viSe markera) koji bi omogudili vecu

specificnost mjerenja, a time i bolje razumijevanje astrocitnih procesa.
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3.2. REAKTIVNOST ASTROCITA

Reaktivna astroglioza skup je procesa koji predstavljaju odgovor astrocita
na ostecenja ili povrede SZS-a. Ukljucuje molekularnu, morfolosku i
funkcijsku promjenu astrocita. Promjene koje zahvadaju astrocite variraju
ovisno o kompleksnosti ozljede, a vodene su brojnim signalnim kaskadama.
U najkompleksnijim slucajevima krajnji ishod ovih procesa stvaranje je

glijalnog oziljka. [6]

Reaktivna astroglioza dvosjekli je mac: neosporno, ima korisne ucinke kao
Sto su ograni¢avanje upale i oporavak tkiva, medutim, kroni¢na ili
pretjerana astroglioza dovodi do nepovratnih, patoloskih promjena i potice
progresiju neurodegenerativnih bolesti. Za bolje shvadanje srzi ovih bolesti,

nuzno je razumijevanje promjena koje zahvacaju ove stanice.

U kontekstu navedenog, kod reaktivnih astrocita, kao i kod mikroglija,
razlikujemo proupalni (Al) i protuupalni (A2) fenotip. Djelovanje Al
reaktivnih astrocita moze uzrokovati neuroinflamaciju i oSteéenja sinapsi,
dok A2 reaktivni astrociti luCe neurotrofne Cimbenike kako bi potaknuli
prezivljenje neurona te trombospondine koji poticu formiranje novih sinapsi.
[36] Aktivacija pojedinog fenotipa ovisi o signalima koje astrociti primaju iz

svojeg okruzenja.

Sirokim spektrom membranskih i unutarstani¢nih receptora, poput
receptora za G-protein, ionotropnih, citokinskih, Toll like te tirozin-kinaza
receptora, astrociti prepoznaju niz patoloskih signala. Aktivacija ovih
receptora pokrece signalne kaskade poput STAT3, NF-kB i nuklearnog
faktora aktiviranih T-stanica (engl. nuclear factor of activated T cells, NFAT),
koje induciraju ekspresiju specificnih gena (GFAP-a, citokina, ...) i dovode
do transkripcijskih promjena u jezgri koje rezultiraju specificnim

odgovorima astrocita.

Aktivirana STAT3 signalna kaskada potice reaktivne promjene u astrocitima

poput proliferacije i hipertrofije. Stovise, zbog velikog doprinosa
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transformaciji astrocita u reaktivni oblik, STAT3 se smatra glavnim
regulatorom astroglioze i formacije oziljka. [37] NF-kB glavna je kaskada
koja se aktivira kao odgovor na upalu, induciraju¢i ekspresiju
proinflamatornih citokina poput interleukina (IL-6), tumor nekroza faktora
(TNF-a), enzima dusikovog oksida sintaze (NOS) itd. NF-kB put kljucan je
za modulaciju astrocitnog odgovora na ozljede mozga kada su prisutni
upalni procesi. NFAT kaskada takoder potiCe reaktivnost astrocita, ¢ime

osigurava njihov odgovor na ozljede SZS-a.

Osim navedenih puteva, aktivaciji reaktivnih astrocita pridonosi i mikroglija.
Mikroglijalni proupalni medijatori, poput IL-1a, TNF-a i Clqg, poticu
aktivaciju Al astrocita. Tako aktivirani astrociti viSe ne pruzaju potporu
neuronima, sinapsama i oligodendrocitima, ve¢ uzrokuju njihovo ostecenje
i smrt. Ovakav je fenotip prisutan u mnogim neurodegenerativhim
bolestima, ukljucujudi Alzheimerovu, Parkinsonovu te Huntingtonovu bolest.
[38]

Kao odgovor na patoloska stanja, reaktivni astrociti pokazuju znacajne
morfoloske promjene koje ukljucuju hipertrofiju some i glavnih izdanaka,
pri ¢emu astrociti postaju veci i deblji, Sto je praéeno povecanom
ekspresijom GFAP. Takoder, dolazi do polarizacije i promjene u
razgranatosti izdanaka, tj. astrociti se usmjeravaju prema mjestu ozljede ili
upale kako bi efikasnije odgovorili na oste¢enje. U tezim patoloskim
stanjima poput epilepsije, astrociti nerijetko postaju asimetri¢ni te se njihovi
izdanci u vec¢oj mjeri preklapaju sa izdancima susjednih astrocita, Sto dovodi
do narusavanja njihove prostorne organizacije. Takvo naruSavanje
odrazava se kao smanjena sposobnost astrocita da pravilno analiziraju i
reguliraju okoliS koji ih okruzuje, ¢ime se dodatno remeti normalno
funkcioniranje S7S-a. U slu¢ajevima ozbiljnijih ozljeda mozga ili ledne
mozdine, astrociti proliferiraju, postaju izduzeni i medusobno se povezuju

kako bi formirali glijalni oziljak. [5]
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4. STVARANJE GLIJALNOG OZILJKA

Glijalni oziljak je struktura koja se formira kao odgovor na ozljedu SZS-a.
Njegovo stvaranje rezultat je slozenih procesa u kojima sudjeluju razliCite
stanice, ukljuCujudi astrocite i mikroglije. Glavni cilj ovih stanica je ograniciti

Stetu i obnoviti narusenu homeostazu.

Ozljede SZS-a ¢esto dovode do oséteéenja KMB-e, ¢ime se povecava njezina
propusnost i omogucava infiltracija krvnih proteina, trombina i fibrinogena
na mjesto ozljede. Ovi proteini sudjeluju u koagulaciji i pokretanju upalne
reakcije. Imunosne stanice, ukljucujudi leukocite, makrofage i limfocite,
takoder prodiru do lezije, pridonoseci upalnom odgovoru. Osim sto djeluju
u samoj jezgri lezije, ove se imunosne stanice Sire i u okolno tkivo te luce
citokine i kemokine koji poti¢u aktivaciju i proliferaciju astrocita, mikroglija
i oligodendrocitnih progenitorskih stanica. [39] Kao odgovor na upalne
signale, glijalne stanice se aktiviraju te prolaze kroz niz morfoloskih i

funkcionalnih promjena.

Medusobne interakcije stanica koje sudjeluju u stvaranju glijalnog ozZiljka
prilicno su kompleksne i dinamicne. Glijalne i upalne stanice medusobno se
aktiviraju i suraduju kako bi osigurale uvjete za formiranje stabilne granice
oko ostec¢enog podrucja (Slika 8). Svaka stanica ima svoju ulogu u ovom

procesu, pri Cemu se najvise isti¢e ona koju obavljaju glijalne stanice.
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Slika 8 - Proces stvaranja oziljka nakon lezije mozga misa. [39]
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Astrociti su klju¢ni za formiranje guste mreze oko lezije, dok je mikroglija,
kao imunosna stanica mozga, nuzna za uklanjanje stani¢nih ostataka
nastalih uslijed ozljede. Oligodendrocitne progenitorske stanice, osim Sto
sudjeluju u formiranju oziljka, vazan su dio remijelinizacije ostecenih

aksona.

U slucaju teskih i kroni¢nih povreda SZS-a, iz zdravog okolnog tkiva
regrutiraju se fibroblasti koji prodiru u jezgru lezije, gdje proliferiraju i luce
glavne komponente ECM-a poput kolagena tipa 1V, fibronektina i laminina.
[39] Povecéana proizvodnja proteina ECM-a dovodi do reorganizacije
matriksa i stvaranja proteinskih naslaga, tj. fibroticnog oziljka koji
zamjenjuje osteceni Ziv€ani parenhim. Ilako fibroti¢ni oziljak svojom
gusto¢om pruza strukturalnu potporu tkivu, takoder ometa remijelinizaciju
i rast aksona. [1] Osim fibrocita, fibroti¢ni oziljak grade periciti, endotelne i

upalne stanice.

Vazno je naglasiti da je glijalni oziljak dominantna struktura koja se formira
kako bi se regulirali upalni procesi i ograniCilo Sirenje ostecenja, dok
fibroti¢ni oZiljak nije karakteristi¢an za SZS, veé se stvara samo u slucaju
teZzih povreda kako bi pruzio dodatnu strukturalnu potporu oste¢enom tkivu.
Rijetku pojavu fibroti¢nog oZiljka u SZS-u objadnjava niska prisutnost
fibroblasta u ovom dijelu ziv€anog sustava. Ovaj je tip oziljka izrazeniji u
perifernom zivéanom sustavu (PZS) gdje su fibroblasti brojniji i aktivnije
sudjeluju u njegovom formiranju. Nuzno je istaknuti i da glijalni oziljak
dominantno okruzuje jezgru lezije, dok u tezim ozljedama samu jezgru cini

tkivo sastavljeno od fibroblasta (Slika 9). [40]

U sljedec¢im poglavljima detaljnije ¢e se raspraviti specificne uloge mikroglija

i astrocita u stvaranju glijalnog oziljka, kao i njegova dvostruka uloga.
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Slika 9 - Stanje tkiva na podrucju zahvacenom lezijom (a) te prostorna organizacija
stanica koje reagiraju na leziju (b). [40]
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5. ULOGA MIKROGLIJA U STVARANJU OZILJKA

Kao rezidentni makrofagi SZS-a, mikroglija su prve stanice koje reagiraju
na ozljedu. Vezanjem PAMP-ova i DAMP-ova za TLR i NLR na povrsSini
mikroglije, ove se imunosne stanice aktiviraju i migriraju prema ostecenom
podrucju gdje predstavljaju primarni izvor proupalnih citokina i kemokina.
Lucenjem proupalnih medijatora, mikroglija poti¢e regrutaciju monocita i

neutrofila na mjesto ostecenja, modulirajuéi tako upalni odgovor.

Lokalne upale koje nastaju uslijed djelovanja proupalnih medijatora vazan
su stimulans astrocitne aktivnosti. Mikroglijalno otpustanje molekula poput
TNF-a i IL-1a poti¢e proces reaktivhe astroglioze i aktivaciju reaktivnih

astrocita [38] koji predstavljaju glavhu komponentu glijalnog oziljka.

TNF-a veze se za receptore na povrsini astrocita, aktivirajuci tako signalni
NF-kB put [41], kljudan za reguliranje astrocitnog uplanog odgovora. IL-1a
takoder inducira astrocitnu aktivnost inducirajuéi hipertrofiju i pojacano

lu¢enje proupalnih citokina.

No, vazno je istaknuti da dugotrajna aktivacija astrocita upalnim signalima
dovodi do pokretanja citotoksi¢nog fenotipa. [41] U tom slucaju, astrociti
gube svoje korisne funkcije i poprimaju one Stetne, narusavajuéi time

regenerativni proces.

Osim Sto modulira upalni odgovor i aktivnost astrocita, mikroglija sudjeluje
u CiS¢enju stani¢nih ostataka procesom fagocitoze. Nakon ozljede dolazi do
nakupljanja mrtvih stanica, oStecenih neurona, kao i mijelinskih ostataka
koji mogu izazvati sekundarna ostecenja i tako dodatno narusiti stanje
S7ZSa, stoga ih je potrebno ucinkovito ukloniti. Mikroglija prepoznaje i
fagocitira stanicne ostatke, sprjecavajuéi tako daljnja ostecenja tkiva.
Takoder, uklanjanje stani¢nog otpada s oStec¢enog podrucéja nuzno je za
stvaranje povoljnog okruzenja za djelovanje astrocita i uspjesSno stvaranje

glijalnog oziljka.
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Tijekom procesa formacije glijalnog oziljka, mikroglija aktivho komunicira
sa astrocitima, osiguravajuci povoljne okoliSne uvjete. Primjerice, Xia i
suradnici u svom istrazivanju [42] ukazuju da mikroglija eksprimira kolagen
I, protein koji pridonosi stabilnosti i ¢vrstoéi glijalnog oziljka. Sukladno
tome, pokazali su da delecija mikroglije dovodi do smanjene ekspresije
kolagena I, Sto se odrazava na astrocite, koji u odsutnosti ovog proteina
nisu u mogucnosti stvarati kompaktne oziljke (Slika 10). Dakle, osim Sto su
vazne za poticanje stvaranja glijalnog oziljka, mikroglije su bitan faktor

njegove kompaktnosti.

Control diet PLX5622 ¢ Control diet + § d PLX5622°

Slika 10 - Uklanjanje mikroglije rezultira smanjenom proliferacijom astrocita i
neorganiziranim astrocitnim oziljkom na rubu lezije. Lezija ledne moZzdine je promatrana
konfokalnom imunofluorescentnom mikroskopijom (GFAP, ljubicasta). Slike a i ¢ prikazuju
astrocite koji tvore kompaktan oziljak, dok b i d slike prikazuju stanje astrocita nakon
iscrpljivanja mikroglije koriStenjem PLX5622 — brojnost astrocita je manja i organizacija
im je naruSena. Zeleno oznacene stanice predstavljaju nakupine mijeloidnih

stanica iz krvi. [43]

Uloga mikroglija u stvaranju glijalnog oziljka dvostruke je prirode. Pocetni
upalni odgovor pridonosi stvaranju fizicke barijere oko ostec¢enog podrucja,
sprijeCavaju¢i daljnje ostecenje. Kako formiranje barijere napreduje,
mikroglija prelazi u protuuplani fenotip koji smanjuje upalu i potice
regeneraciju. No, ukoliko pocetni odgovor mikroglije postane pretjeran i
dugotrajan, dolazi do sekundarnih oStecenja koji rezultiraju otezanim

oporavkom SZS-a.

25



6. ULOGA ASTROCITA U STVARANJU OZILJKA

Glijalni ozZiljak kompleksna je struktura koja se javlja uslijed ozljede S7S-a
sa ciljem da se odrzi homeostaza. Astrociti, kao glavnhe homeostatske
stanice ovog sustava, predstavljaju glavhu komponentu glijalnog ozZiljka,

stoga imaju klju¢nu ulogu u njegovom formiranju.

Kao odgovor na ostecenje SZS-a, astrociti prolaze kroz proces reaktivne
astroglioze, koja ukljucuje hipertrofiju, proliferaciju i migraciju ovih stanica
na mjesto ozljede. U slucaju ozbiljnijih ostecenja, reaktivni astrociti
isprepli¢u svoje izdanke, tvoreci gusto tkivo koje izolira osteceno podrucje.
[7] MorfoloSke promjene astrocita pracene su pojacanom ekspresijom
markera kao Ssto su GFAP, vimentin i nestin, klju¢nih za promatranje njihove
aktivnosti. [7]

Stupanj proliferacije, kao i morfoloSke promjene astrocita razlikuju se
ovisno o njihovoj udaljenosti od same lezije. [44] Astrociti u blizini jezgre
lezije intenzivno proliferiraju i pokazuju izrazenije morfoloSke promjene,
dok su udaljeniji astrociti manje morfoloski izmijenjeni i slabije proliferiraju
(Slika 11). Dakle, oziljak najve¢im dijelom formiraju lokalni novonastali
astrociti koji se gusto preklapaju, dok povecanjem udaljenosti od lezije,

astrociti pokazuju sve vecu slicnost onima u zdravom tkivu. [44, 45]

Slika 11 - Slika A prikazuje podrucje jezgre lezije (engl. lesion core, LC) nakon ozljede
ledne mozdine.. Prikaz morfologije i gustoce reaktivnih astrocita u blizini lezije (B, C)
naspram astrocita udaljenijih od same jezre lezije (D, E). [45]
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Reaktivni astrociti proizvode i luce molekule ECM-a, ukljuCujuci CSPG. CSPG
sastavljeni su od jezgre proteina na koju su brojni glikozaminoglikanski lanci
(GAG). [8] Ove su molekule Siroko rasprostranjene u SZS-u, gdje tijekom
razvoja usmjeravaju migraciju stanica i aksonalni rast, dok u odraslom
mozgu pridonose sinaptickoj stabilnosti. Pove¢ana proizvodnja CSPG-ova
uslijed ozljede doprinosi stvaranju guste mreze koja cini strukturalnu
osnovu glijalnog ozZiljka. Takva gusta mreza sprjecava Sirenje upale i daljnje
osStecenje zdravog okolnog tkiva, Sto je iznimno bitno za prevenciju od
sekundarnih ostec¢enja koja bi mogla dodatno zakomplicirati, ve¢ ionako

naruseno, stanje SZS-a. [46]

CSPG-ovi, unatoC svojoj protektivnoj ulozi, istovremeno predstavljaju
glavnu prepreku regeneraciji aksona. [42, 46] Vezanjem za molekule kao
Sto su integrini i laminini - koje sudjeluju u poticanju i usmjeravanju rasta
aksona, CSPG-ovi blokiraju njihovu signalizaciju i onemogucuju normalan
aksonalni rast. Novija istrazivanja pokazuju da se CSPG-ovi vezu i za
inhibitore rasta na povrsini aksona, cime dodatno otezavaju njihovu

regeneraciju. [47]

Osim Sto ogranicavaju regenerativni potencijal aksona, CSPG-ovi pokazuju
inhibitorni  utjecaj i na oligodendrocitne progenitorske stanice.
Onemogucujuéi produljenje izdanaka i diferencijaciju ovih progenitorskih
stanica u zrele oligodendrocite, sprjecavaju proizvodnju mijelina, Sto
rezultira demijelinizacijom aksona. [46] Bez mijelina koji ih obavija, funkcija
aksona je narusena, a samim time i ucinkovitost prijenosa informacija

unutar SZS-a.

Vazno je istaknuti da postoji viSe vrsta CSPG-ova, koji se medusobno
razlikuju po strukturi i funkciji. Stoga, kada se govori o inhibitornim
svojstvima ovih molekula, treba uzeti u obzir da se ta svojstva ne odnose
na sve vrste unutar ove grupe. Neke vrste CSPG-ova inhibiraju aksonalni

rast, dok druge mogu imati potpuno suprotne uloge. Iznimna slozenost i
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raznolika uloga ovih molekula predstavlja veliki izazov u pronalasku idealne

terapije za sprjecavanje njihovog inhibitornog utjecaja.

Potaknuti ozljedom, reaktivni astrociti poja¢ano proizvode i razliCite tipove
kolagena, posebice kolagen tipa I. Kolagen I, kao dio ECM-a, pridonosi
organizaciji tkiva koje sprjeCava daljnje Sirenje ozljede te se istice kao vazan
faktor stabilizacije tog tkiva. Medutim, kao i CSPG, kolagen I se pokazao

vrlo snaznim inhibitorom regeneracije aksona. [42]

STAT3 signalna kaskada glavni je regulator astroglioze i stvaranja glijalnog
oziljka. Nakon ozljede, aktivacija STAT3 znacajno se povecava, a signal koji
se oslobada aktivacijom ove kaskade potiCe reaktivnost astrocita koja, u
konacnici, dovodi do stvaranja oziljka. Osim Sto ima klju¢nu ulogu u
aktivaciji astrocita, STAT3 pridonosi i samoj organizaciji i stabilnosti oziljka,
potiCuci proizvodnju komponenata ECM-a. Izostanak STAT3 signalizacije
rezultira slabijom aktivacijom i rasprSenjem astrocita te stvaranjem
nefunkcionalne barijere oko lezije koja ne uspijeva ograniciti upalu (Slika
12). [37] Sirenje upalnih stanica dovodi do dodatnog ostecenja neurona i

Sirenja lezije te se otezava oporavak od ozljede.
Control STAT3-CKO

A - P . :-i"-~
- 3

CDas

Slika 12 - Horizontalni presjeci ledne mozdine 14 dana nakon izazivanja ozljede. A i C slike
prikazuju stvaranje funkcionalnog oziljka nakon aktivacije STAT3. B i D slike prikazuju
Sirenje upale uslijed nefunkcionalnog oziljka zbog delecije STAT3 iz astrocita. [37]
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Aktivirani STAT3 signalnom kaskadom, reaktivni astrociti vrSe brojne
funkcije kojima pridonose oporavku SZS-a od ozljede. Osim $to okruzuju
mjesto upale te na taj nacin ogranicavaju njezino Sirenje, reaktivni astrociti
pridonose oporavku KMB, kao i zastiti neurona i oligodendrocita od
ekscitotoksi¢nosti apsorbiranjem izvanstani¢nog glutamata i ROS-a. Uz sve
to, reaktivni astrociti pruzaju metabolicku potporu prezivjelim neuronima
proizvodnjom glukoze te potiCu regrutaciju fibroblasta i endotelnih stanica,

inducirajuci tako vaskularizaciju na mjestu ozljede. [8]

Ipak, reaktivni astrociti reagiraju i na signalne puteve koji poti¢u proupalni
odgovor, poput NF-kB. Tako aktivirani astrociti mogu izgubiti homeostatske
funkcije ili poprimiti nove, Stetne. Gubitak ili poremecaj astrocitnih funkcija
rezultira smanjenom regulacijom glutamata i ROS-a, narusenom
metabolickom opskrbom neurona te nemoguénos¢u oporavka KMB-e.
Ovakve funkcionalne promjena dovode do povecane proizvodnje proupalnih
signala, otpustanja toksi¢nih molekula poput ROS-a te odumiranja neurona
i sinapsi uslijed manjka astrocitne potpore. Zaklju¢no, Stetno djelovanje
astrocita u vecini je sluCajeva rezultat gubitka ili neispravnosti njihovih

osnovnih funkcija. [44]

Stoga, novija istrazivanja sugeriraju da budude terapije treba temeljiti na
razumijevanju gubitka funkcija astrocita, a ne na njihovoj deleciji, obzirom

da se astrocitna aktivnost pokazala nuznom za oporavak SZS-a. [44]
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7. INTERAKCIJA MIKROGLIJA I ASTROCITA

Dinamicna interakcija mikroglija i astrocita temelj je kompaktnog i
funkcionalnog glijalnog oziljka. S ciljem odrzavanja homeostaze, ova dva
tipa stanica oslobadaju signalne molekule kojima si medusobno reguliraju

aktivnost, ali i stani¢ne funkcije.

Obzirom da prve reagiraju na ozljedu, mikroglije svojim izlucenim
molekulama poti¢u prelazak astrocita u reaktivno stanje. Ovakva aktivacija
astrocita moze rezultirati formiranjem razli¢itih fenotipa, neurotoksi¢nog ili
neuroprotektivnog, ovisno o mikroglijalnim signalima. Na taj nacin mikroglija
utjeCe na astrocite, dok oni s druge strane koriste svoje signalne molekule
kako bi regulirali fenotipe i funkcije mikroglije, ukljucujuéi njihovu migraciju
i sposobnost fagocitoze. [9] Ovakva medusobna komunikacija, pri kojoj
mikroglija i astrociti medusobno pojacavaju ili utiSavaju svoje aktivnosti,
iznimno je bitan dio regulacije ovih stanica, koja je nuzna za adekvatan

obrambeni odgovor.

TNF-a jedan je od najistaknutijih proupalnih citokina koji oslobada
aktivirana mikroglija, a za koji se pokazalo da potic¢e astrocitnu proizvodnju
TNF-a, kao i dusSikovog oksida, ¢ime se dodatno pojacava upalni odgovor. U
odsutnosti mikroglija, astrociti pokazuju zanemarivu koli¢inu otpustenih
proupalnih citokina, Sto ukazuje da astrocitni upalni odgovor ovisi o

mikroglijalnim signalima. [9]

Astrociti aktivirani mikroglijalnim signalima, pojac¢ano eksprimiraju citokine i
kemokine, koji zatim utjecCu na aktivaciju mikroglija. Primjerice, glikoprotein
orosomukoid-2 (ORM2), za koji je poznato da modulira aktivaciju mikroglije,
visoko je eksprimiran od strane astrocita aktiviranih upalnom simulacijom.
[9] Studija koju su proveli Jo i suradnici [48] pokazala je da otpusteni ORM2
rezultira smanjenjem mikroglijalne proizvodnje proupalnih medijatora, Sto se
oCituje kao smanjena mikroglijalna aktivnost i upucéuje na protuupalnu

prirodu ORM2 proteina.
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Suprotno tome, glikoprotein lipocalin-2 (LCN2) izlu€en iz reaktivnih astrocita
dodatno poti¢e upalnu reakciju induciraju¢i proizvodnju proupalnih
medijatora, a samim time dolazi i do pojacane aktivacije kako samih

astrocita, tako i mikroglija. [49]

Temeljem ovih podataka, jasno se uoCava regulatorna moc¢ signalnih
molekula koje lu¢e mikroglije i astrociti. Ravnoteza u medusobnoj interakciji
iznimno je znacajna za uspjesan odgovor sustava na ozljedu, tj. o njoj ovisi
oblikovanje upalnog odgovora, pokretanje regeneracije, i konacno,

stvaranje glijalnog ozZiljka.

Interakcija mikroglija i astrocita (Slika 13) predstavlja klju¢an dio stvaranja
glijalnog oziljka. Mikroglija, kao prva linija obrane, brzo aktivira astrocite,
pokrecudi kompleksan krug medusobne regulacije. PoCetni upalni odgovor
koji induciraju ove stanice glavni je pokretaC formiranja fizicke barijere
nuzne za sprjeCavanje daljnjeg ostecenja. Medutim, uslijed manjka
regulacije dolazi do pretjerane, kroni¢ne upale koja rezultira dodatnim
oStecenjem tkiva - koje je nerijetko nepovratno te predstavlja pocetak
neurodegenerativnih promjena. Dakle, razumijevanje oba ishoda ove
interakcije nuzno je za razvoj terapija usmjerenih na regeneraciju S7S-a

nakon ozljede.

Slika 13 - Medudjelovanje mikroglija (crveno) i astrocita (plavo) u stvaranju glijalnog
oziljka 7 (a), 14 (b) i 35 (c) dana nakon ozljede ledne mozdine. d i e su povecane regije
oznacene u slikama b i c. Infiltracija mijeloidnih stanica porijeklom iz krvi prikazana je
zelenom bojom. [43]
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8. DVOSTRUKA ULOGA OZILJKA

Heterogenost stanica koje sudjeluju u stvaranju samog ozZiljka temelj je
njegove visSestruke uloge u odgovoru na ozljedu. Primarno, glijalni oziljak
okruzuje osteceno tkivo i tako ogranicava podrucje upale te konacno,
pridonosi oCuvanju zdravog okolnog tkiva. Astrociti, kao glavna komponenta
oziljka, predstavljaju vazan faktor ponovnog uspostavljanja KMB-e i
vaskularizacije podruéja zahvacenog ozljedom [6]. Time omogucuju
opskrbu tkiva kisikom i hranjivim tvarima, neophodnima za regeneraciju.
Mikroglija, u interakciji s astrocitima, takoder pridonosi stabilizaciji

oStecenog podrucja.

Premda je glijalni oziljak klju¢an dio zastite zdravog tkiva, njegovo
formiranje ima i Stetne posljedice. Gusta mreza stanica koja ga gradi, ne
samo da predstavlja barijeru koja zaustavlja daljnje Sirenje proupalnih
stanica, ve¢ onemoguduje i rast aksona te tako otezava funkcionalni
oporavak SZS-a. Svojom inhibitornom prirodom najvise se isti¢u CSPG-ovi
i kolagen tipa I, stoga je vecina istrazivanja usmjerena na razumijevanje i

prevladavanje njihove inhibicije.

Medutim, ne treba zanemariti ni dinami¢ne mikroglijalne prijelaze iz
protupalnog u proupalni fenotip, cija pretjerana aktivacija dovodi do
kroni¢ne upale, a samim time i otezane regeneracije koja pridonosi razvoju
neurodegenerativnih bolesti. Stoga, ne Cudi Cinjenica da traumatska ozljeda
mozga znacajno povecava rizik za razvoj Alzheimerove, Parkinsonove te
Huntingtonove bolesti. [50] Zaklju¢no, iako mikroglija ima zastitnu ulogu u
ranom stadiju ozljede, njezina dugotrajna aktivhost moze dovesti do

suprotnog efekta.

Ovakva kompleksna grada i dvostruka uloga cine glijalni oziljak vrlo tesko
shvatljivim fenomenom. Istrazivanje njegove dvojake uloge dovelo je do
zakljuCka kako ga ne mozemo okarakterizirati kao iskljucivo ,korisnog" ili

»Stetnog", vec je idealan primjer da u Siroj slici postoji niz komplementarnih
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interakcija koje se dogadaju istovremeno i koje su izrazito sloZzene za

objasniti i razumjeti.

Dugi niz godina naglasavala se primarno negativna, inhibitorna uloga
glijalnog oziljka. Medutim, razvojem tehnologije i daljnjim istrazivanjima
otkrivena je i njegova pozitivha uloga. Studije poput one koju je proveo
Sofroniew MV. [7] ukazuju da uklanjanje reaktivnih astrocita, tj. inhibicija
stvaranja glijalnog oziljka ne rezultira poveanom regeneracijom, vec
naprotiv, povec¢anim odumiranjem aksona i intenzivnijom demijelinizacijom

kao posljedicom nereguliranog upalnog odgovora.

Rezultati ovih studija sugeriraju kako je stvaranje glijalnog oziljka nuzan dio
odgovora na ozljedu SZS-a te da njegova potpuna inhibicija ne predstavlja
uspjesnu terapiju. Obzirom da se njegova inhibitorna priroda ne moze
zanemariti, potreban je novi pristup kako bi se omogudila regeneracija i

potpunija funkcionalna obnova SZS-a.

Godinama se ulazu veliki napori kako bi se bolje shvatili mehanizmi njegova
djelovanja, a krajnji je cilj razviti terapiju koja umanjuje Stetne posljedice

njegovog formiranja, dok pridonosi oc¢uvanju i poticanju onih pozitivnih.
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9. ZAKLJUCAK

Glijalne stanice u SZS-u stvaraju specificno oziljno tkivo koje se sastavom i
funkcijom razlikuje od oziljka prisutnog u drugim organima. Za razliku od
tipicnog ozZiljka koji nadomjesta osteceno tkivo nefunkcionalnim fibroznim
tkivom, glijalne stanice formiraju granicu koja osim Sto pridonosi
ograni¢avanju ostecenja, poti¢e i funkcionalni oporavak. Obzirom na
navedene razlike, sve viSe se zagovara uvodenje termina ,glija koja stvara
granicu® kako bi se preciznije opisala struktura koju tvore glijalne stanice,

predvodene mikroglijom i astrocitima.

Interakcija mikroglija i astrocita pokazala se klju¢nom u procesu formiranja
stabilnog i funkcionalnog oziljka, ali i u progresiji neurodegenerativnih
bolesti. Disfunkcija ovih stanica predstavljaja veliki izazov u proucavanju
ovih bolesti, a shvacanje vaznosti ovih interakcija dovelo je do spoznaje
kako za uspjesnu terapiju nije dovoljno zasebno promatrati mehanizme ova
dva tipa stanica, ve¢ je nuzno razumjeti odnos koji postoji medu njima.
Upravo je razumijevanje tog odnosa nuzno kako bi razumjeli samu srz
bolesti koje su, u velikom broju, uzrokovane upravo propustima u

medusobnoj regulaciji mikroglija i astrocita.

Mikroglije i astrociti jasno pokazuju koliko su odredeni procesi nuzni za
zdravlje SZS, a koji mu istodobno, ako odu u krajnost, mogu nastetiti.
Ponovno se istiCe vaznost ravnoteze, tj. homeostaze cijelog ovog sustava,

a samim time i stanica poput mikroglija i astrocita u odrzavanju iste.

Daljnje istrazivanje ovih procesa nuzno je za razvoj terapije koja ce
omoguciti vecu stopu funkcionalnog oporavka te bolju kvalitetu zivota

osobama s ozljedama i bolestima SZS-a.
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Date of birth: 18/06/2003 | Mationality: Croatian | Email address: paula pandzic1 206@gmail.com

Paula Pandzic

» WORK EXPERIENCE

Croatia
SHOP ASSISTANT DM-DROGERIE MARKT, MANGD

- assisting customers
- inventory managermeant

Croatia

VOLUNTEERING UNIVERSITY OF RIJEKA

- Ivolunteer as a member of the Student Association of Biotechnology in Rijeka on the projects: NMatuRls (preparing
products of natural cosmetics and educating participants as a part of Open Day of the Department of Biotechnology),
Student-mentor (helping the freshman in mastering materials).

- relations with suppliers

- coaching a junior lce Hockey team (10 hoursiweek)

» EDUCATION AND TRAINING

2021 - CURREMT
UNIVERSITY OF RIJEKA Faculty of Biotechnology and Drug Development

- Undergraduate study of biotechnology and drug research

2017 - 2021
HIGH SCHOOL Gymnasium PoZega

- Matural sclences and mathematics direction

200% - 2017
PRIMARY SCHOOL Primary School Julije Kempf, PoZega

200% - 2017
SCHOOL OF FOREIGMN LANGUAGES School of Foreign Languages Praktikum, PoZega

- English, B1.1 degree

» LANGUAGE SKILLS

KMother tongueis) CROATIAN
Other language(s):

UNDERSTANDING SPEAKING WRITING
Listening Reading Spoken production Spoken interaction
ENGLISH B2 B2 B2 B2 B1

Levels: AT and A2: Basic user; 87 ond B2 independent user; C1 and C2: Praficient user

» DIGITAL SKILLS

Use of Microseft applications (Word, Excel, PowerPoing, erc) | Video Conferencing (Zoom, Teams, Skype, Webex) -
Advanced | Soclal media
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