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NASLOV: Epigenetički mehanizmi regulacije ekspresije humanog gena SOX3 i gena 

faktora pluripotentnosti (SOX2, OCT4 i NANOG) tokom ranih faza neuralne diferencijacije 

NTera2/D1 ćelija 

SAŽETAK 

Geni SOX1 i SOX3 i geni faktori pluripotentnosti (SOX2, OCT4 i NANOG) predstavljaju 

ključne aktere u procesima održavanja pluripotentnosti, ćelijskog opredeljivanja i diferencijacije. 

Precizno koordinisana aktivnost ovih gena neophodna je za pravilan tok humane neuralne 

diferencijacije. U ovoj doktorskoj disertaciji analizirani su ekspresioni profili i epigenetički 

mehanizmi regulacije ekspresije pomenutih gena u ranim fazama neuralne diferencijacije 

NTeraT2/D1 ćelija indukovane retinoičnom kiselinom. 

U ovom model sistemu in vitro neuralne diferencijacije detektovane su dinamične izmene u 

ekspresionim profilima gena SOX1 i SOX3 i gena faktora pluripotentnosti (SOX2, OCT4 i NANOG) 

tokom ranih faza neuralne diferencijacije. Pokazano je da se ekspresija gena SOX1 i SOX3 aktivira 

odmah nakon indukcije neuralne diferencijacije ovih ćelija, čime je potvrđena njihova uloga ranih 

neuralnih markera. Ekspresija gena SOX2, OCT4 i NANOG, koji formiraju jezgro regulatorne mreže 

odgovorne za održavanje pluripotentnosti, smanjuje se tokom inicijacije neuralne diferencijacije i 

izlaska NTera2/D1 ćelija iz stanja pluripotentnosti na osnovu čega je zaključeno da signali koji 

indukuju neuralnu diferencijaciju već u početnim stadijumima dovode do intenzivnih promena u 

„molekularnom miljeu“ ćelije.  

U analizi epigenetičkih mehanizama uključenih u regulaciju ekspresije ispitivanih gena 

praćeni su metilacija DNK i dinamika izmene histonskih posttranslacionih modifikacija na njihovim 

regulatornim regionima, sa posebnim osvrtom na regulaciju ekspresije gena SOX3. Metodom 

metilacija-specifičnog PCR-a pokazano je da su promotori gena SOX1 i SOX3 hipometilovani kako 

u nediferenciranim NTera2/D1 ćelijama, tako i u ćelijama čija je neuralna diferencijacija 

indukovana retinoičnom kiselinom. Metodom bisulfitnog pirosekvenciranja DNK, koja predstavlja 

zlatni standard u merenju stepena metilacije, potvrđena je hipometilacija jednog od dva CpG ostrva 

u okviru promotora gena SOX3 čime je potvrđeno da metilacija DNK nije mehanizam regulacije 

ekspresije ovog gena u ranim fazama neuralne diferencijacije NTera2/D1 ćelija. 

Metodom hromatinske imunoprecipitacije analizirani su profili odabranih histonskih 

posttranslacionih modifikacija na regulatornim regionima gena SOX3 i SOX1 kao i gena faktora 

pluripotentnosti (SOX2, OCT4 i NANOG). Pokazano je da su izmene u depoziciji aktivirajućih 

histonskih markera H3K4me3 i H2B-acetil na regulatornim regionima gena SOX3 u korelaciji sa 

indukcijom ekspresije ovog gena u ranim fazama neuralne diferencijacije NTera2/D1 ćelija. 

Inicijacija neuralne diferencijacije praćena je smanjenjem prisustva H3K4me3 i H2B-acetil markera 



na promotoru gena SOX2, dok nijedna od analiziranih histonskih modifikacija nije u korelaciji sa 

detektovanim ekspresionim profilom gena SOX1. In silico analizom sekvenci gena SOX1 i SOX3 

pokazano je da su njihovi promotorski regioni u H1 liniji humanih embrionalnih matičnih ćelija 

bogati histonskim markerima tipičnim za gene sa slabom transkripcionom aktivnošću i bivalentnim 

promotorima, dok je promotor gena SOX2 obeležen aktivirajućim histonskim modifikacijama. 

Navedeni rezultati ukazali su na značajne razlike u epigenetičkoj kontroli ekspresije gena članova 

SOXB1 familije, uprokos postojanju međusobne funkcionalne redundantnosti. 

U nastavku istraživanja detektovana je smanjena depozicija aktivirajućih histonskih markera 

H3K4me3, H2BK5ac i H2BK120ac na promotorima gena OCT4 i NANOG, koja je u korelaciji sa 

represijom transkripcije ovih gena u ranim faza neuralne diferencijacije NTera2/D1 ćelija. 

Zaključeno je da izmene u histonskim markerima na regulatornim regionima gena faktora 

pluripotentnosti prethode izmenama u metilaciji DNK i predstavljaju primarni odgovor ćelija na 

signale koji indukuju neuralnu diferencijaciju. 

Istraživanja prikazana u ovoj doktorskoj disertaciji dala su značajan doprinos rasvetljavanju 

epigenetičkih mehanizama regulacije ekspresije gena neophodnih za inicijaciju i progresiju procesa 

neurogeneze. 
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TITLE: Epigenetic mechanisms regulating the expression of human SOX3 gene and 

pluripotency factors (SOX2, OCT4 and NANOG) during the early stages of NTera2/D1 cells neural 

differentiation 

ABSTRACT 

Human genes SOX1 and SOX3, together with pluripotency factors (SOX2, OCT4 and 

NANOG), have key roles in pluripotency maintenace, cell specification and differentiation and they 

act in a coordinate manner to regulate process of human neurogenesis. This doctoral disertation 

provides an insight into the expression profiles and epigenetic regulation of these genes during the 

early phases of retinoic acid-induced neural differentiation of NTera2/D1 cells. 

In this in vitro model system of human neurogenesis we have demontrated that expression 

profiles of SOX3 and SOX1 genes and pluripotency factors (SOX2, OCT4 i NANOG) are highly 

dynamic. It is shown that retinoic acid activates expression of SOX1 and SOX3, confirming their 

roles as early neural markers in vertebrates. Expression of SOX2, OCT4 and NANOG, which 

constitute core pluripotency regulatory circuitry, is reduced during the course of neural 

differentiation, suggesting that response to differentitation-inducing stimuli is followed by fast and 

intensive changes in cell transcriptome. 

For the analyses of epigenetic mechanisms acting on regulatory regions of SOX1 and SOX3 

genes and pluripotency factors, DNA methylation and histone modifications profiles were 

examined, with special emphasis on SOX3 gene regulation. Using methylation-specific PCR it is 

shown that SOX1 and SOX3 gene promoters are hypomethylated in both undifferentiated 

NTera2/D1 cells and cells induced with retinoic acid. Bisulphite sequencing of the CpG island II in 

the promoter of SOX3 gene further confirmed that DNA methylation is not a mechanism governing 

regulation of SOX3 activity during the early stages of NTera2/D1 cell differentiation. 

Selected histone posttranslational modifications profiles on the regulatory regions of SOX1 

and SOX3 genes and pluripotency factors were analyzed using chromatin immunoprecipitation. 

Changes in abundance of active H3K4me3 and H2B-acetyl marks on SOX3 regulatory regions are 

correlated with transcriptional activation of this gene. Furthermore, it is demonstrated that initiation 

of neural differentiation is accompanied by the decrease in H3K4me3 and H2B-acetyl marks on the 

promoter of SOX2 gene, while none of the analyzed histone modifications was correlated with 

previously detected SOX1 expression profile. In silico analyses demonstrated that histone profiles 

on the promoter regions of SOX1 and SOX3 genes in H1 human embryonal stem cells corresponds 

to bivalent genes with low transcriptional activity, while SOX2 gene promoter is enriched with 

activating histone marks. Obtained results have demonstrated important differences in the 

epigenetic mechanisms regulating the expression of SOXB1 family members, despite the existence 

of their functional redundancy. 



Furthermore, detected silencing of OCT4 and NANOG during the early phases of neural 

differentiation of NTera2/D1 cells is shown to be associated with reduced deposition of activating 

H3K4me3, H2BK5ac and H2BK120ac marks on the promoters of these genes. These results 

suggested that the early response of pluripotency genes OCT4 and NANOG to the differentiation-

inducing stimuli is mediated by dynamic changes in chromatin marks, while DNA methylation is 

acquired in the later stages of neurogenesis. 

Results presented in this doctoral dissertation elucidate the role of epigenetic mechanisms in 

the regulation of key factors that control initiation and progression of human neurogenesis. 
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1. UVOD 

Neurogeneza predstavlja proces nastanka i oblikovanja nervnog sistema koji je 

precizno kontrolisan nizom kompleksnih mehanizama koji deluju kako tokom 

embriogeneze tako i u adultnom nervnom sistemu. Učesnici u ovim složenim 

regulatornim mrežama su brojni regulatorni proteini, komponentne signalnih puteva i 

epigenetički mehanizmi, koji stupaju u međusobne interakcije i, uz integraciju  signala 

iz spoljašnje sredine, omogućavaju pravilnu, vremenski i prostorno koordinisanu 

progresiju procesa neuralne diferencijacije. Decenije istraživanja u ovoj oblasti 

rezultovale su razvojem pouzdanih in vitro i in vivo model sistema koji su istraživačima 

omogućili delimičan uvid u proces neurogeneze. Međutim, uprkos obilju podataka, ova 

oblast i dalje predstavlja izazov za savremenu nauku, budući da su mnoga pitanja i dalje 

bez odgovora. Među faktorima neophodnim za inicijaciju procesa neuralne 

diferencijacije prepoznati su geni članovi SOXB1 (eng. Sry-related HMG Box) grupe 

gena, koji zajedno sa OCT4 (eng. Octamer-binding transcription factor 4) i NANOG 

regulišu balans u održavanju stanja pluripotentnosti matičnih ćelija i inicijaciji procesa 

opredeljivanja i diferencijacije ćelija. 

Predmet istraživanja ove doktorske disertacije je epigenetička regulacija 

ekspresije gena SOX1 i SOX3 kao i gena faktora pluripotentnosti (SOX2, OCT4 i 

NANOG) u ranim fazama in vitro humane neuralne diferencijacije. U istraživanjima je 

korišćen in vitro model sistem humane neuralne diferencijacije – humane pluripotentne 

NTera2/D1 (NT2/D1) ćelije čija je neuralna diferencijacija indukovana retinoičnom 

kiselinom. 

U prvom segmentu uvodnog dela ove teze opisani su geni SOXB1 grupe, njihovo 

otkriće i karakterizacija, kao i ekspresija tokom embriogeneze, sa posebnim osvrtom na 

njihovu ulogu u razviću nervnog sistema. Dat je i kraći pregled patoloških stanja koja 

nastaju kao posledica narušene funkcije pomenutih gena. U nastavku je dat pregled 

literaturnih podataka o genima OCT4 i NANOG, koji su, zajedno sa genom SOX2, 

posmatrani u svetlu njihove uloge u procesu održavanja pluripotentnosti. 

U drugom segmentu uvodnog dela teze izloženi su dostupni podaci o signalnom 

putu retinoične kiseline i detaljnije je opisana indukcija neuralne diferencijacije NT2/D1 

ćelija retinoičnom kiselinom kao model sistem za proučavanje humane in vitro neuralne 

diferencijacije. U nastavku, izneti su literaturni podaci koji ukazuju na značaj SOXB1 

gena u procesu neuralne diferencijacije, sa posebnim akcentom na mehanizme preko 

kojih ovi geni ostvaruju svoje uloge.  

Imajući u vidu centralno pitanje koje je postavljeno na početku istraživanja u 

okviru ove doktorske disertacije: „Koji su epigenetički mehanizmi kontrole gena 

SOXB1 i gena OCT4 i NANOG u inicijalnim fazama neuralne diferencijacije?“, 

poslednji segment uvodnog dela posvećen je upravo epigenetičkoj kontroli genske 

ekspresije. Opisani su glavni epigenetički mehanizmi – modifikacije DNK, u prvom 

redu metilacija, i kovalentne modifikacije histona, odnosno histonski kod, sa kratkim 

osvrtom na uloge nekodirajućih molekula RNK u regulaciji genske ekspresije. Posebna 

pažnja posvećena je ulozi epigenetike u procesu opredeljivanja i diferencijacije matičnih 

ćelija ka neuralnim progenitorima i zrelim neuronima. 
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1.1.  SOX GENI   

 

Gen Sry/SRY, opisan 1990. godine kao ključni faktor u determinaciji muškog 

pola, prvi je otrkiveni član SOX genske familije (Sinclair et al., 1990). Ostali SOX 

transkripcioni regulatori identifikovani su na osnovu visoke homologije u HMG boks 

(eng. High Mobility Group) domenu, DNK-vezujućem domenu SOX proteina (Gubbay 

et al., 1990). Do danas je identifikovano 20 članova ove genske familije kod čoveka i 

miša (Bowles et al., 2000). SOX proteini imaju važne uloge u procesima razvića, 

održavanja pluripotentnosti matičnih ćelija, ćelijskog opredeljivanja i diferencijacije, 

održavanja tkivne homeostaze i regeneracije (Kiefer, 2007). Narušena ekspresija i/ili 

funkcija ovih proteina tokom embriogeneze dovodi do teških urođenih sindroma, a u 

adultnom razviću do različitih patofizioloških stanja, u prvom redu maligne 

transformacije (pregledi dati u (Wegner, 1999, Dong et al., 2004, Wegner, 2010, 

Kamachi & Kondoh, 2013, Abdelalim et al., 2014, Hou et al., 2017)). SOX proteini 

svoje uloge regulatora transkripcije ostvaruju vezivanjem za konsenzusnu DNK 

sekvencu – ATTGTT, i srodne motive, preko svog DNK–vezujućeg domena – HMG 

boksa koji interaguje sa malim žljebom DNK zavojnice, uzrokujući njegovo širenje i 

savijanje molekula DNK ka velikom žljebu (Remenyi et al., 2003, Badis et al., 2009, 

Kondoh & Kamachi, 2010). 

Na osnovu aminokiselinske sekvence HMG boksa, SOX proteini sisara  

klasifikovani su u osam grupa, od A – H (Tabela 1) (Bowles et al., 2000, Kamachi & 

Kondoh, 2013). SOX proteini, članovi iste grupe, kod sisara pokazuju visoku očuvanost 

u aminokiselinskoj (a.k.) sekvenci i izvan HMG boksa, kao i sličnosti u organizaciji 

proteinskih domena (Bowles et al., 2000, Schepers et al., 2002). Zbog sličnosti u 

strukturi i ekspresionim profilima, između članova iste grupe javlja se funkcionalna 

redundantnost, koja se ogleda u njihovoj sposobnosti da, u odsustvu jednog od članova 

grupe, nadomeste njegove funkcije (Uchikawa et al., 1999, Miyagi et al., 2004). Ova 

biološka pojava značajno otežava praćenje efekata izostanka ili smanjenja funkcije 

pojedinačnih SOX proteina usled kompenzatornog efekta koji se ostvaruje aktivnošću 

drugih proteina, članova iste grupe.  
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Tabela 1. Podela proteina SOX familije. Preuzeto i izmenjeno iz (Lefebvre et al., 

2007). 

 

Dok grupi SOXA pripada isključivo SRY, članovi grupe B podeljeni su u 2 

podgrupe, SOXB1 i SOXB2 (Bowles et al., 2000). SOXB1 podgrupu čine SOX1, 

SOX2 i SOX3 (Bowles et al., 2000). N-terminalni domeni ovih proteina su kratki, na 

njih se nastavljaju DNK-vezujući HMG boks domeni a duge C-terminalne sekvence 

sadrže transaktivacione domene (Kamachi et al., 1998). Proteini SOX14 i SOX21, koji 

pripadaju SOXB2 podgrupi, sa članovima SOXB1 grupe, pored očuvanosti HMG boksa 

(Slika 1), dele očuvanost kratkih aminokiselinskih sekvenci na C-terminusu koje su 

označene kao sekvence homologne za B grupu (eng. B homology group). SOX14 i 

SOX21, međutim, u okviru svojih C-terminusa poseduju transrepresorski domen, pa su 

na osnovu toga proteini SOXB grupe podeljeni na aktivatore (SOXB1) i represore 

(SOXB2) transkripcije (Uchikawa et al., 1999). Ova podela SOXB proteina na 

aktivatore i represore transkripcije (Uchikawa et al., 1999) dovedena je u pitanje 

rezultatima novijih istraživanja. Naime, pokazano je da ektopična ekspresija proteina 

SOX14 u HeLa ćelijama povećava aktivnost CDKNaA/p21Waf1/Cip1 promotora i 

ekspresiju p21 proteina, što ukazuje na aktivatorsku ulogu ovog proteina (Stanisavljevic 

et al., 2017). Takođe, u studiji Makridesa i saradnika na transgenim miševima pokazano 

je da SOX14 i SOX21 imaju različite biološke funkcije i deluju na različite ciljne gene 

tokom embrionalnog razvića (Makrides et al., 2018). SOXB proteini predominantno 

imaju funkcije u određivanju i regulaciji neuronalnog fenotipa (Collignon et al., 1996, 

Uchikawa et al., 1999). 

 

 

Grupa Proteini 

A SRY 

B SOX1, SOX2, SOX3 (podgrupa SOXB1) 

 

SOX14, SOX21 (podgrupa SOXB2) 

 

C SOX4, SOX11, SOX12 

D SOX5, SOX6, SOX13 

E SOX8, SOX9, SOX10 

F SOX7, SOX17, SOX18 

G SOX15 

H SOX30 
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Slika 1. Poređenje sekvenci HMG boksa proteina SRY i proteina SOXB grupe 

miša. Nivo očuvanosti a.k. sekvenci je prikazan na liniji ispod sekvenci za svaku 

a.k. i iznosi od 0 do 100%. Preuzeto i izmenjeno iz (Kamachi & Kondoh, 2013)). 

 

Proteini članovi SOXC, SOXE i SOXF grupa imaju sličnu strukturnu 

organizaciju, dužina im je 300-500 a.k. i poseduju C-terminalne transaktivacione 

domene (Bowles et al., 2000). SOXC grupu (SOX4, SOX11 i SOX12) čine 

transkripcioni regulatori uključeni u razviće skeleta (Lefebvre & Bhattaram, 2016), oka 

i nervnog sistema kičmenjaka (Dy et al., 2008, Pillai-Kastoori et al., 2015), dok su 

članovi SOXE grupe (SOX8, SOX9 i SOX10) (Stolt & Wegner, 2010) eksprimirani u 

ranim fazama razvića perifernog nervnog sistema (PNS) i na kasnijim stadijumima 

razvića centralnog nervnog sistema (CNS) (pregled u (Weider & Wegner, 2017)). 

SOX9 ima ključne uloge u hondrogenezi (Lefebvre & de Crombrugghe, 1998), 

diferencijaciji Sertolijevih ćelija (De Santa Barbara et al., 1998), razviću folikula dlake 

(Vidal et al., 2005), mrežnjače (Poche et al., 2008), pluća (Perl et al., 2005), pankreasa 

(Seymour et al., 2007), srca (Lincoln et al., 2007) i bubrega (Reginensi et al., 2011), 

dok je SOX10 značajan faktor u procesu diferencijacije melanocita (Mollaaghababa & 

Pavan, 2003).  

SOX7, SOX17 i SOX18, koji čine SOXF grupu, predstavljaju transkripcione 

regulatore sa ključnim ulogama u razviću kardiovaskularnog sistema (pregledi u 

(Francois et al., 2010, Lilly et al., 2017)). Do sada opisane funkcije SOXD proteina, 

kojima pripadaju SOX5, SOX6 i SOX13, uključuju regulaciju hondrogeneze, 

gliogeneze, melanogeneze, eritropoeze kao i razvoj neuralne kreste (pregledi u 

(Lefebvre, 2010, Ji & Kim, 2016)). O ulogama članova SOXG (SOX15) i SOXH 

(SOX30) grupa još uvek se malo zna. Literaturni podaci ukazuju da Sox15, pored Sox1 i 

Sox3, može funkcionalno zameniti gen Sox2 u mišjim embrionalnim matičnim ćelijama 

(Niwa et al., 2016), ali je neophodna dalja analiza potencijalne uloge ovog gena u 

procesima održavanja pluripotentnosti. U novijim studijama pokazana je uloga SOX15 

u održavanju identiteta humanih primordijalnih germinativnih ćelija (Pierson Smela et 

al., 2019), dok je SOX30 okarakterisan kao važan faktor u procesu spermatogeneze 

(Han et al., 2020). Izmenjena ekspresija ovih proteina detektovana je u različitim 

tipovima maligniteta (Thu et al., 2014, Han, Liu, Jiang, et al., 2015, Han, Liu, Xiao, et 

al., 2015).  

Izmenjena ekspresija SOX gena povezana je sa nastankom, progresijom i 

širenjem brojnih tipova maligniteta, što ih čini dobrim dijagnostičkim i prognostičkim 

markerima, kao i potencijalnim „metama“ različitih terapijskih pristupa (pregledi dati u 

(Higashijima & Kanki, 2019, Kumar & Mistri, 2019, Liang et al., 2019, Mehta et al., 

2019)).  
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1.2. GEN SOX3  

1.2.1. Struktura gena SOX3 

 

Humani gen SOX3 (eng. Sry-related HMG-box containing gene 3) otkriven je i 

okarakterisan 1993. godine (Stevanovic et al., 1993). Ovaj član SOXB1 genske familije 

poseduje jedan egzon i lociran je u evolutivno visoko očuvanom regionu hromozoma X, 

na poziciji Xq27.1 (Stevanovic et al., 1993, Graves, 1998, Katoh & Miyata, 1999). 

Protein kodiran ovim genom sadrži kratak N-terminalni domen sastavljen od 66 a.k., 

DNK-vezujući HMG boks domen dug 79 a.k. i C-terminalni region dug 229 a.k. koji 

sadrži 4 polialaninska trakta i ima transaktivatorsku ulogu (Stevanovic et al., 1993, 

Kamachi et al., 1998). Shematski prikaz strukture SOX3 proteina dat je na Slici 2. 

SOX3 predstavlja najbližeg „srodnika“ gena SRY, sa kojim deli oko 90% homologije u 

a.k. sekvencama HMG boksa (Foster & Graves, 1994, Bowles et al., 2000, Stevanovic, 

2003, Graves, 2006). Evolutivne studije polnih hromozoma kao i komparativna analiza 

njihovih sekvenci omogućile su postavljanje hipoteze prema kojoj je gen SRY nastao 

tokom rane evolucije sisara mutacijom koja je dovela do sticanja nove funkcije (eng. 

gain-of-function mutation) proto-Y alela SOX3. Smatra se da je ova mutacija aktivirala 

ekspresiju proto-Y SOX3 alela, što je rezultovalo pojavom novog vida determinacije 

pola kod placentalnih sisara (Foster & Graves, 1994, Graves, 2006). 

 
Slika 2. Shematski prikaz strukture SOX3 proteina kičmenjaka. Preuzeto i 

izmenjeno iz (Collignon et al., 1996). 

 

1.2.2. Ekspresija i funkcije proteina SOX3 

 

Najvažnije funkcije protein SOX3 ostvaruje tokom razvića, kroz kontrolu 

održavanja i samoobnavljanja populacija matičnih i progenitorskih ćelija, kontrolu 

opredeljivanja ćelija i njihove diferencijacije tokom neurogeneze (Lefebvre et al., 

2007). Ekspresija gena Sox3 detektovana je u najranijim stadijumima embrionalnog 

razvića kičmenjaka i tokom formiranja CNS-a (Wood & Episkopou, 1999, Brunelli et 

al., 2003). U embrionu miša, ekspresija gena Sox3 detektovana je 6,5 dana od začeća u 

epiblastu i delu ekstraembrionalnog ektoderma na granici između embrionalnih i 

ekstraembrionalnih tkiva (Slika 3) (Wood & Episkopou, 1999). Nakon gastrulacije, 

njegova ekspresija biva utišana u ekstraembrionalnim tkivima i održava se u prednjem 

ektodermu epiblasta i u posteriornim regionima u blizini primitivne brazde (Wood & 

Episkopou, 1999). U danu 9,5 od začeća Sox3 se detektuje u neuroektodermu kao i u 

olfaktornim plakodama i optičkoj vezikuli (Collignon et al., 1996). Do dana 11,5 od 

začeća ekpresija se uočava u fetalnom mozgu i delu optičkog diska, da bi od 13,5 dana 

bila ograničena na ependimalni sloj u kome se nediferencirane progenitorske ćelije 

aktivno dele (Collignon et al., 1996).  
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Slika 3. In situ hibridizacija korišćenjem Sox3 riboprobe na embrionima miša 

tokom perioda 6,5 do 8 dana od dana začeća. Faze: PB – pre formiranja 

primitivne brazde, RB – faza rane primitivne brazde, SB-KB – srednja i kasna faza 

primitivne brazde, PČ – faza formiranja primitivnog čvora. Anteriorni deo 

embriona nalazi se sa leve strane, izuzev PB faze u kojoj se ne uočava anteriorno-

posteriorna polarizacija embriona. Nivoi poprečnih preseka a i b označeni su 

strelicama i pokazuju da je ekspresija Sox3 ograničena na ektodermalni sloj. 

Preuzeto i izmenjeno iz (Wood & Episkopou, 1999). 

 

U mozgu novorođenih i adultnih miševa ekpresija gena Sox3 održava se u 

subventrikularnim i subgranularnim zonama hipokampalnog dentatnog girusa, kao i u 

ne-neurogenim zonama adultnog mozga (ventromedijalni hipotalamus, dorzolateralni 

septum i sloj Purkinje ćelija u cerebelumu) (Wang et al., 2006, Cheah & Thomas, 

2015). Imajući u vidu ekspresioni profil gena Sox3, kao i brojne studije koje se bave 

analizom njegove funkcije kod kičmenjaka, ovaj gen označen je kao jedan od najranijih 

neuralnih markera koji determiniše i održava identitet neuralnih progenitora (Brunelli et 

al., 2003, Bylund et al., 2003, Rogers et al., 2013). Korišćenjem neuralnih progenitora 

miša u studiji na celom genomu pokazano je da se SOX3 vezuje za evolutivno očuvane 

regulatorne sekvence – pojačivače (eng. enhancers) gena uključenih u razviće nervnog 

sistema (Rogers et al., 2014). Pored navedenog, SOX3 je važan učesnik signalnih 

kaskada uključenih u razviće i diferencijaciju ćelija sočiva oka, kako je pokazano u 

eksperimentima na embrionima pileta i miša (Kamachi et al., 1998, Kondoh et al., 

2004). Tokom razvića hipofize, ekspresija SOX3 detektovana je u ćelijama međumozga 

i infundibuluma, gde igra značajnu ulogu u morfogenezi i uspostavljanju hipotalamo-

hipofizne ose (Rizzoti et al., 2004). Takođe, SOX3 je kod pileta eksprimiran u 

primordijalnim germinativnim ćelijama oba pola, a kod miša u Sertolijevim ćelijama, i 

ima značajne funkcije u razviću gonada, sazrevanju oocita, diferencijaciji testisa i 

gametogenezi (Uchikawa et al., 1999, Weiss et al., 2003). Na Slici 4 dat je shematski 

prikaz funkcija proteina SOX3 kod kičmenjaka. 
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Pored uloge gena SOX3 u procesima razvića i diferencijacije, brojni dokazi 

upućuju na njegovu funkciju u održavanju identiteta humanih embrionalnih matičnih 

ćelija. Nakon utišavanja ekspresije gena SOX2, jednog od centralnih regulatora 

pluripotentnosti, ekspresija SOX3 u humanim embrionalnim matičnim ćelijama se 

povećava, omogućavajući održavanje ćelija u pluripotentnom stanju, ali uz gubitak 

sposobnosti samoobnavljanja (Wang et al., 2012). Takođe, pokazano je da u odsustvu 

gena Sox2, njegovu funkciju u reprogramiranju mogu uspešno preuzeti geni Sox1 i Sox3 

tokom procesa generisanja indukovanih pluripotentnih matičnih ćelija od fibroblasta 

miša (Nakagawa et al., 2008). Ova funkcionalna redundantnost SOXB1 proteina 

uzrokovana je njihovim strukturnim sličnostima, preklapajućim ekspresionim profilima 

i preklapajućim ciljnim genima (Miyagi et al., 2009). 

 

 

 
Slika 4. Shematski prikaz funkcija proteina SOX3 kod kičmenjaka. EMĆ – 

embrionalne matične ćelije.  

 

Ključna uloga gena Sox3 u procesima razvića potvrđena je u studijama na Sox3 

mutantima ili knock-out životinjama (životinje kod kojih je ciljno isključen gen Sox3). 

U studiji na miševima pokazano je da knock-out gena Sox3 ne dovodi do povećane 

smrtnosti embriona, kao ni poremećaja u ponašanju i deficijencije hormona rasta (Weiss 

et al., 2003). Međutim, primećena je redukcija težine testisa i aberantno sazrevanje 

germinativnih ćelija kod jedinki muškog pola, dok je kod heterozigotnih ženki 

detektovana atrezija folikula, prisustvo defektnih oocita i značajno smanjenje fertiliteta 

(Weiss et al., 2003). Studija Camper-a i saradnika je pokazala da Sox3-null miševe 

muškog pola (životinje sa homozigotnom delecijom gena Sox3) karakteriše poremećaj 

rasta, brojne kraniofacijalne malformacije, generalna slabost organizma i rana letalnost 

(umiru do perioda odvajanja od majke) (Camper, 2004). Najuočljiviji defekti Sox3 

mutanata ispoljavaju se kroz narušenu morfogenezu i sazrevanje hipokampusa, corpus 

calossum-a i hipotalamusa (Rizzoti et al., 2004). Interesantno je da, bez obzira na 

ekspresiju Sox3 u progenitorskim ćelijama CNS-a tokom razvića (Brunelli et al., 2003, 

Pevny & Placzek, 2005), delecija ovog gena rezultuje relativno blagim neuralnim 
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defektima, što se može objasniti funkcionalnom redundantnošću članova SoxB1 grupe 

gena (Brunelli et al., 2003, Ekonomou et al., 2005, Pevny & Placzek, 2005). Novija 

istraživanja pokazala su da povećana ekspresija SOX2 može nadomestiti nedostatak 

SOX3 tokom razvića infundibuluma i ventralnog međumozga, i u velikoj meri umanjiti 

defekte u razvoju prednjeg režnja hipofize koji se javljaju kod Sox3-null miševa, 

ukazujući na funkcionalnu ekvivalentnost proteina SOX2 i SOX3 (Adikusuma et al., 

2017).  

U skladu sa pomenutim funkcijama SOX3, detektovana su brojna oboljenja i 

sindromi u čijoj je osnovi narušena ekspresija i/ili funkcija ovog proteina (Hamel et al., 

1996, Lagerstrom-Fermer et al., 1997, Hol et al., 2000, Laumonnier et al., 2002, Woods 

et al., 2005). Kod čoveka, mutacije gena SOX3 dovode do narušenog razvoja 

međumozga, infundibuluma i prednjeg režnja hipofize (Laumonnier et al., 2002, Woods 

et al., 2005). Gubitak funkcije (eng. loss-of-function) gena SOX3, nastao ekspanzijom 

prvog polialaninskog trakta, dovodi do promene u lokalizaciji izmenjenog SOX3 

proteina, što rezultuje varijabilnom kliničkom slikom koju karakteriše kombinovana 

deficijencija hormona hipofize i smanjenje intelektualnih sposobnosti kod jednog broja 

nosioca mutacije (Laumonnier et al., 2002, Woods et al., 2005). Razviće hipotalamo-

hipofizne ose je dozno-zavisno od SOX3 (Hamel et al., 1996, Lagerstrom-Fermer et al., 

1997, Hol et al., 2000). U familijama sa duplikacijama Xq26-q27 regiona, kod nosioca 

duplikacija javljaju se hipopituitarizam i mentalna retardacija (Hamel et al., 1996, 

Lagerstrom-Fermer et al., 1997, Hol et al., 2000). U kliničkoj slici muškaraca nosilaca 

mutacije dominira deficijencija hormona rasta sa kombinovanom deficijencijom 

adrenokortikotropnog hormona, tireostimulirajućeg hormona ili gonadotropina (Hamel 

et al., 1996, Lagerstrom-Fermer et al., 1997, Hol et al., 2000). Takođe, u literaturi su 

poznati slučajevi 46,XX pacijenata sa reverzijom pola u čijoj su osnovi heterozigotne 

duplikacije SOX3 i/ili regiona koji ga okružuju (Sutton et al., 2011, Moalem et al., 

2012, Mizuno et al., 2014). Pretpostavlja se da ove duplikacije indukuju ektopičnu 

ekspresiju SOX3 u 46,XX gonadama, što preusmerava proces razvića ka formiranju 

testisa (Sutton et al., 2011, Moalem et al., 2012, Mizuno et al., 2014). 

U pionirskim eksperimentima Xia i saradnika utvrđeno je da povećana 

ekspresija gena SOX3 uzrokuje onkogenu transformaciju fibroblasta izolovanih iz 

embriona pileta (Xia et al., 2000). Nakon ovih otkrića usledila je ekspanzija istraživanja 

uloge ovog gena u procesima nastanka i progresije različitih tipova kancera (Xia et al., 

2000). SOX3 ima ulogu onkogena u karcinomima jednjaka i jajnika, osteosarkomu, T-

limfomu i glioblastomu (Kim, Trubetskoy, et al., 2003, Li et al., 2013, Yan et al., 2016, 

Qiu et al., 2017, Marjanovic Vicentic et al., 2019). Povećana ekspresija ovog gena 

povećava proliferaciju, vijabilnost, migraciju i invaziju ćelija glioblastoma, uz 

aktivaciju Hedgehog signalnog puta i supresiju autofagije u ovim ćelijama (Marjanovic 

Vicentic et al., 2019). Sa druge strane, povećana ekspresija gena SOX3 u ćelijama 

karcinoma dojke i melanoma promoviše tranziciju mezenhimalnih u epitelijalne ćelije i 

inhibira njihovu migraciju i invaziju, ukazujući na tumor-supresorsku ulogu gena SOX3 

u ovim malignitetima (Acloque et al., 2011).  

Sva pomenuta istraživanja ukazuju na značaj gena SOX3 u brojnim aspektima 

razvića i određivanja ćelijske sudbine, ističući neophodnost rasvetljavanja mehanizama 

kojima je transkripciona aktivnost ovog gena regulisana. 
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1.3. GEN SOX1 

1.3.1. Struktura gena SOX1 

 

Humani gen SOX1 (eng. Sry-related HMG-box containing gene 1), koji zajedno 

sa SOX2 i SOX3 čini SOXB1 gensku familiju, kloniran je 1997. godine na osnovu 

sličnosti sa HMG boksom Sox1 gena miša (Malas et al., 1997). Ovaj gen, sastavljen od 

jednog egzona, mapiran je na hromozomu 13q34 i kodira protein dužine 391 a.k. koji na 

svom C-terminalnom domenu poseduje polialaninske nizove i PRD His-Pro tip 

ponovaka (eng. paired gene Drosophila) (Frigerio et al., 1986, Collignon et al., 1996). 

Shematski prikaz struktrure SOX1 proteina kičmenjaka dat je na Slici 5. Osnovne 

funkcije SOX1 transkripcionog regulatora vezane su za proces neurogeneze i ovaj 

protein je jedan od najranijih markera ovog procesa (Collignon et al., 1996, Malas et al., 

1997, Pevny et al., 1998).  

 

 
Slika 5. Shematski prikaz strukture SOX1 proteina kičmenjaka. Preuzeto i 

izmenjeno iz (Collignon et al., 1996)). 

 

1.3.2. Ekspresija i funkcije proteina SOX1  

 

Tokom embriogeze miša i pacova ekspresija proteina SOX1 prvi put se 

detektuje u kasnim fazama gastrulacije i ograničena je na ćelije antero-distalnog 

ektoderma, koje će tokom razvića dati primordijalni nervni sistem (Tam, 1989, Lawson 

et al., 1991, Quinlan et al., 1995, Tam & Zhou, 1996). Ekspresija SOX1 detektuje se u 

ćelijama nervne ploče i celom dužinom nervne cevi tokom ranog embrionalnog razvića 

miša i pacova (Pevny et al., 1998). Slična uniformna ekspresija u ćelijama ranog 

neuroepitela pokazana je i za proteine SOX2 i SOX3, kao i za njihove proteinske 

ortologe kod vinske mušice, zebrice i ptica (Uwanogho et al., 1995, Collignon et al., 

1996, Nambu & Nambu, 1996, Russell et al., 1996, Vriz et al., 1996, Wood & 

Episkopou, 1999). Ekspresija SOX1 u neuralnoj ploči i neuralnoj cevi detektuje se u 

mitotički aktivnim progenitorima koji još uvek nisu u potpunosti opredeljeni (Pevny et 

al., 1998), dok smanjenje ekspresije SOX1 koincidira sa izlaskom neuroepitelijalnih 

ćelija iz stanja proliferacije (Pevny et al., 1998). U kičmenoj moždini kod embriona 

pacova, ekspresija SOX1 se u potpunosti gubi u dorzalnim i ventralnim neuralnim 

ćelijama, koje prestaju da proliferišu i ulaze u fazu terminalne diferencijacije (Pevny et 

al., 1998). Takođe, pokazano je da povećana ekspresija gena Sox1 u P19 embrionalnim 

karcinomskim ćelijama miša indukuje neuralnu diferencijaciju ovih ćelija (Pevny et al., 

1998). Visok nivo ekspresije SOX1 detektovan je u neuronima ventralnog strijatuma 

velikog mozga, koji su odsutni u Sox1-null miševima kod kojih je isključen gen Sox1 
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(Ekonomou et al., 2005). Pokazano je da u nedostatku SOX1 nije narušena rana 

diferencijacija ovih neurona, već je onemogućen proces njihove migracije i maturacije 

(Ekonomou et al., 2005). U adultnom mozgu i diferenciranim neuronima ekspresija 

SOX1 je utišana, osim u vlaknastim ćelijama sočiva, gde SOX1 reguliše ekspresiju gena 

Crystallin Gamma D (CRYGD) i na taj način reguliše izduživanje vlaknastih ćelija oka 

(Nishiguchi et al., 1998). Stoga se kod miševa homozigota za Sox1 mutaciju detektuju 

abnormalnosti u razvoju sočiva oka (Nishiguchi et al., 1998), kao i pojava spontanih 

epileptičnih napada uzrokovanih aberantnim razvojem ventralnog telencefalona i 

hiperekscitabilnošću olfaktornog korteksa (Malas et al., 2003). Na Slici 6 dat je 

shematski prikaz funkcija proteina SOX1 kod kičmenjaka. 

Pored esencijalne uloge koju ima u procesu neurogeneze, SOX1 je prepoznat i 

kao deo kaskade uključene u proces nastanka i širenja tumora. Njegova tumor-

supresorska uloga dokazana je u kanceru ovarijuma, grlića materice, hepatocelularnim i 

nazofaringealnim karcinomima, gde je njegov promotorski region hipermetilovan (Tsao 

et al., 2012, Lin et al., 2013, Guan et al., 2014). Ovu funkciju SOX1 ostvaruje kroz 

interakciju sa β-kateninom, centralnim signalnim molekulom Wnt signalnog puta, čija 

aberantna aktivacija leži u osnovi brojnih maligniteta (Su et al., 2009, Tsao et al., 2012, 

Lin et al., 2013, Guan et al., 2014). Najnoviji eksperimentalni podaci pokazuju da je 

SOX1 visoko eksprimiran u matičnim ćelijama tumora glioma, gde utiče na 

proliferaciju, sposobnost samoobnavljanja i diferencijacije ovih ćelija, značajno 

doprinoseći nastanku i progresiji glioblastoma (Garcia et al., 2017). 

Imajući u vidu mnogobrojne studije kojima je pokazano da je gen SOX1, 

zajedno sa drugim članovima SOXB1 familije, jedan od ključnih faktora razvića koji 

reguliše i održava plastičnost ćelija, neophodno je dalje rasvetljavanje mehanizama 

regulacije njegove ekspresije. 

 

 
 

Slika 6. Shematski prikaz funkcija proteina SOX1 kod kičmenjaka.   

 

 

1.4. GEN SOX2 

 

1.4.1. Struktura gena SOX2 

 

Humani gen SOX2 (eng. Sry-related HMG-box containing gene 2), takođe član 

SOXB1 grupe transkripcionih regulatora, sadrži jedan egzon i lociran je na hromozomu 

3q26.3-q27 (Stevanovic et al., 1994). Na Slici 7 shematski je prikazan Sox2 genski 

lokus kičmenjaka i pojačivačke sekvence (N1-N5) koje formiraju dva Sox2 regulatorna 

regiona – SRR1 i SRR2 (eng. Sox2 Regulatory Regions 1 and 2). 



11 

 

 
Slika 7. Shematski prikaz Sox2 genskog lokusa. Prikazana je shema Sox2 egzona 

i pojačivača N1-N5. SRR1 i SRR2  ̶ Sox2 regulatorni regioni 1 i 2. TSS – start 

transkripcije. Preuzeto i izmenjeno iz (Zhang & Cui, 2014).  

 

Humani gen SOX2 kodira protein od 317 a.k. (Stevanovic et al., 1994). 

Shematski prikaz struktrure SOX2 proteina kičmenjaka dat je na Slici 8. Preuzeto i 

izmenjeno iz (Weina & Utikal, 2014).  

 
Slika 8. Shematski prikaz strukture proteina SOX2 kičmenjaka. Preuzeto i 

izmenjeno iz (Weina & Utikal, 2014). 

 

1.4.2. Funkcije i ekspresija gena SOX2 

 

Zahvaljujući postojanju funkcionalne redundantnosti između članova SOXB1 

familije gena, SOX2 deli funkcije sa genima SOX1 i SOX3 (Uchikawa et al., 1999, 

Miyagi et al., 2004). Sa druge strane, SOX2 zajedno sa OCT4 i NANOG čini jezgro 

mreže faktora regulatora pluripotentosti (Loh & Lim, 2011, Festuccia et al., 2013), pa je 

stoga njegove funkcije neophodno pratiti sa oba aspekta. 

U brojnim studijama utvrđene su višestruke funkcije ovog gena u regulaciji 

različitih razvojnih i fizioloških procesa (Collignon et al., 1996, Rogers et al., 2009, 

Sarkar & Hochedlinger, 2013, Zhang & Cui, 2014). Gen SOX2 eksprimiran je u 

neuroepitelijalnim prekursorskim ćelijama tokom embrionalnog razvića i u adultnom 

CNS-u, gde ima ključne uloge u održavanju identiteta progenitora, obezbeđivanju 

uslova za preživljavanje i samoobnavljanje populacije progenitora, kao i za njihovo 

opredeljivanje i diferencijaciju tokom neurogeneze (Collignon et al., 1996, Rogers et 

al., 2013). SOX2 ima ključne uloge u procesima održavanja pluripotentnosti i 

samoobnavljanja matičnih ćelija, kao i u determinaciji ćelijske sudbine i diferencijaciji 

(Sarkar & Hochedlinger, 2013, Zhang & Cui, 2014). Takođe, ovaj transkripcioni 

regulator neophodan je za održavanje totipotentnosti zigota i blastomera na najranijim, 

preimplantacionim stadijumima embrionalnog razvića (Pan & Schultz, 2011), kao i za 

diferencijaciju ćelija u tkivima tokom kasnijih faza razvića (Sarkar & Hochedlinger, 
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2013, Zhang & Cui, 2014). U odraslim jedinkama, SOX2 je neophodan za regulaciju 

tkivne homeostaze i regeneraciju (Sarkar & Hochedlinger, 2013). Na Slici 9 dat je 

shematski prikaz funkcija proteina SOX2 kod kičmenjaka. 

 

 

 
Slika 9. Shematski prikaz funkcija proteina SOX2 kod kičmenjaka.   
NP – neuralni progenitori, EMĆ – embrionalne matične ćelije.  

 

Tokom embriogeneze miša, SOX2 je inicijalno detektovan u ćelijama na 

stadijumu morule, da bi u kasnijim fazama bio eksprimiran u ćelijama unutrašnje mase 

blastocista (eng. ICM, inner cell mass) i epiblastu (Avilion et al., 2003), što ukazuje na 

važne funkcije ovog gena u održavanju pluripotentnih embrionalnih ćelija, kako je 

detaljnije opisano u odeljku 1.7. Homozigotna delecija gena Sox2 za posledicu ima 

letalnost embriona na ranim stupnjevima razvića usled nemogućnosti formiranja 

pluripotentnog epiblasta, dok su efekti na formiranje trofoektoderma značajno manji 

(Avilion et al., 2003). Stoga je Sox2 definisan kao esencijalni faktor za održavanje 

pluripotentnosti matičnih ćelija ranog embriona i gen od kritične važnosti za 

embrionalno razviće (Avilion et al., 2003). Nakon gastrulacije, ekspresija SOX2 

ograničena je na budući neuroektoderm, senzorne plakode, brahijalne lukove, endoderm 

digestivnog sistema i primordijalne germinativne ćelije (Wood & Episkopou, 1999, 

Avilion et al., 2003, Yabuta et al., 2006). SOX2 je neophodan za formiranje i razvoj 

kore velikog mozga (Pevny & Lovell-Badge, 1997) i njegova ekspresija je detektovana 

u ćelijama neuralne tube u ranim stadijumima razvića CNS-a (Avilion et al., 2003). U 

kasnijim fazama embrionalnog razvića ekspresija SOX2 ograničena je na ventrikularni 

sloj neuronalnog korteksa, gde su locirane neuralne matične ćelije (Graham et al., 2003, 

Sarkar & Hochedlinger, 2013). 
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Protein SOX2 ima važnu ulogu u održavanju tkivne homeostaze u adultnim 

organizmima (Arnold et al., 2011). Naime, u studiji na adultnim miševima ekspresija 

SOX2 detektovana je u neurogenim zonama mozga, retini, jeziku, traheji, epitelu 

bronhija, testisima, cerviksu, epitelu sočiva, u želudačnim žlezdama i skvamoznom 

epitelu jednjaka upravo u adultnim matičnim ćelijama lociranim u navedenim tkivima 

(Arnold et al., 2011). U pomenutoj studiji, generisani su Sox2-TK transgeni miševi kod 

kojih je u endogeni Sox2 lokus „insertovan“ gen za timidin kinazu. Nakon tretmana 

ganciklovirom dolazi do masovne smrti SOX2+ ćelija, što je za posledicu imalo 

poremećaje u homeostazi tkiva koji su rezultovali smrću eksperimentalnih životinja 

(Arnold et al., 2011).  

U velikoj studiji koja je autorima 2012. godine donela Nobelovu nagradu iz 

medicine, SOX2 je okarakterisan kao jedan od faktora reprogramiranja somatskih ćelija 

(Takahashi & Yamanaka, 2006, Takahashi et al., 2007). Indukovane pluripotentne 

matične ćelije se mogu generisati od brojnih tipova somatskih ćelija ektopičnom 

ekspresijom transkripcionih faktora regulatora pluripotentnosti (Takahashi & 

Yamanaka, 2006, Takahashi et al., 2007). U ove svrhe najčešće je korišćen koktel 

transkripcionih regulatora OCT4, SOX2, KLF4 i c-Myc (Takahashi et al., 2007). Ovi 

faktori obezbeđuju reprogramiranje opredeljenih i terminalno diferenciranih ćelija u 

stanje pluripotentnosti i proliferativne aktivnosti, čineći ih pandanom embrionalnim 

matičnim ćelijama (Takahashi & Yamanaka, 2006, Takahashi et al., 2007). Analizom 

profila genske ekspresije na nivou jedne ćelije tokom njenog reprogramiranja pokazano 

je da je aktivacija endogenog gena Sox2 rani događaj u ovom procesu, i predstavlja 

okidač kaskade promena koje nastaju u transkriptomu i rezultuju nastankom 

indukovanih pluripotentnih matičnih ćelija (Buganim et al., 2012). 

Imajući u vidu kompleksne funkcije gena SOX2, kako tokom embrionalnog 

razvića tako i kod odraslih jedinki, brojni su poremećaji i patološka stanja koja se 

dovode u vezu sa narušenom ekspresijom i/ili funkcijom ovog gena. Brojne studije 

ukazuju na onkogenu prirodu gena SOX2 u različitim tipovima maligniteta, u prvom 

redu tumora mozga (pregled u (Mansouri et al., 2016)). Uloga SOX2 u malignitetima 

odslikava se kroz promociju ćelijske proliferacije i preživljavanja i/ili supresiju 

diferencijacije malignih ćelija (Bass et al., 2009, Sarkar & Hochedlinger, 2013). 

Literaturni podaci ukazuju na pozitivnu korelaciju između ekspresije SOX2 i povećanog 

invazionog kapaciteta ćelija tumora neuralnog porekla i melanoma (Ikushima et al., 

2009, Laga et al., 2010). Visok nivo SOX2 proteina jedna je od molekularnih 

karakteristika matičnih ćelija tumora (Castillo & Sanchez-Cespedes, 2012, Drakulic et 

al., 2015), koje su odgovorne za nastanak, rast, progresiju, metastaze i rezistenciju 

tumorskih ćelija na lekove (Weina & Utikal, 2014). Pored uloge SOX2 u malignoj 

transformaciji ćelija, u kliničkoj praksi su poznati slučajevi osoba nosioca mutacija u 

ovom genu koje imaju poremećaje u tkivima ektodermalnog i endodermalnog porekla, 

anoftalmiju, fistule u traheji i jednjaku, gubitak sluha i poremećaje u razviću moždanih 

struktura (Kelberman et al., 2006, Williamson et al., 2006). Dodatno, poslednjih godina 

se intenzivno radi na izučavanju veze između gena SOX2 i Alchajmerove bolesti, što je 

inicirano otkrićem da je kod APP (eng. amyloid precursor protein) transgenog mišjeg 

modela ove bolesti (transgeni miš koji prekomerno eksprimira mutirani oblik APP) nivo 

SOX2 značajno snižen u mozgu, kao i da je nivo ekspresije SOX2 u korelaciji sa 

stadijumom bolesti (Crews et al., 2010). SOX2, zajedno sa proteinima SOX1 i SOX21, 

predložen je kao jedan od biomarkera za detekciju ranih poremećaja u adultnoj 

neurogenezi u različitim životinjskim modelima (Zaletel et al., 2018). 
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Imajući u vidu neke od nabrojanih funkcija, SOX2 se sa pravom može nazvati 

centralnim regulatorom brojnih ćelijskih procesa. Pored važnosti rasvetljavanja 

molekularnih mehanizama kojima SOX2 ostvaruje svoje mnogobrojne uloge, 

neophodna su dodatna istraživanja načina regulacije i kontrole ekspresije ovog gena, 

kao i identifikacija njegovih „partnera“ i kofaktora sa kojima interaguje i formira 

komplekse kojima se održava identitet matičnih ćelija i osigurava pravilan tok ćelijskog 

opredeljivanja i diferencijacije. 

 

1.5. GEN OCT4 

 

OCT4 (eng. octamer-binding transcription factor 4) predstavlja izoformu 

OCT4A, proteina kodiranog genom POU5F1 (eng. POU class 5 homeobox1), 

lociranom na humanom hromozomu 6 (Tantin, 2013, Zhao, 2013). OCT4 je član 

oktamer-vezujuće familije POU transkripcionih faktora koji se vezuju za konsenzus 

sekvencu ATGCAAT preko svojih evolutivno očuvanih DNK-vezujućih domena – 

POU domena (Tantin, 2013, Zhao, 2013). Prvobitno, ekspresija OCT4 detektovana je u 

oocitama, ranom embrionu i u embrionalnim karcinomskim ćelijama (Lenardo et al., 

1989, Scholer et al., 1989, Okamoto et al., 1990), da bi se kasnije došlo do saznanja da 

OCT4 ima funkciju ključnog regulatora u toku preimplantacionog perioda razvića 

(Nichols et al., 1998). U studiji autora Takahashi i Yamanaka, pokazano je da je OCT4 

jedan od 4 faktora koji čine minimalni set proteina neophodnih za reprogramiranje 

somatskih tipova ćelija u indukovane pluripotentne matične ćelije (Takahashi & 

Yamanaka, 2006). Nakon ovog otkrića, istraživački fokus je sa uloge gena OCT4 u 

održavanju populacije matičnih ćelija usmeren na procese uspostavljanja 

pluripotentnosti, odnosno na molekularne mehanizme kojima OCT4 doprinosi 

uspostavljanju programa genske ekspresije kojima se reguliše pluripotentnost i rana 

diferencijacija (pregled u (Jerabek et al., 2014)). 

Tokom embrionalnog razvića miša i čoveka OCT4 je visoko eksprimiran u 

neoplođenim oocitama sve do stupnja morule (Rosner et al., 1990, Palmieri et al., 1994, 

Nichols et al., 1998, Hansis et al., 2000). Tokom formiranja blastocista u ćelijama koje 

diferenciraju u trofoektoderm dolazi do brzog utišavanja ekspresije OCT4, dok je nivo 

ovog proteina u ćelijama unutrašnje ćelijske mase blastocista i dalje veoma visok 

(Palmieri et al., 1994). Tokom embriogeneze miša i čoveka ekspresija OCT4 brzo 

opada nakon gastrulacije i biva ograničena na primordijalne germinativne ćelije (Goto 

et al., 1999, Kehler et al., 2004). U eksperimentima sa tkivno specifičnim utišavanjem 

ekspresije OCT4 pokazano je da je ovaj protein neophodan i za održavanje populacija 

adultnih matičnih ćelija (Lengner et al., 2007). 

Zahvaljujući navedenim istraživanjima, OCT4 je danas definisan kao gen koji 

svoje funkcije ostvaruje na najranijim stadijumima embriogeneze u procesima indukcije 

i održavanja pluripotentnosti, kao i opredeljivanja embrionalnih matičnih ćelija (pregled 

u (Jerabek et al., 2014)). Ključna uloga proteina OCT4 u razviću potvrđena je 

eksperimentima sa OCT4-deficijentnim embrionima miša kod kojih su DNK-vezujući i 

C-terminalni transaktivacioni domeni ovog proteina deletirani, i kod kojih je detektovan 

zastoj u razvoju tokom preimplantacionog perioda razvića embriona (Nichols et al., 

1998). Kod mutantnih miševa uočeni su poremećaji u najranijim fazama ćelijskog 

opredeljivanja između unutrašnje ćelijske mase blastocista i trofoektoderma (Nichols et 

al., 1998). U in vitro propagaciji blastocisti nosioci ove mutacije diferencirali su u 
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velike trofoblastne ćelije, potvrđujući esencijalnu ulogu proteina OCT4 u održavanju i 

samoobnavljanju embrionalnih matičnih ćelija (Nichols et al., 1998). Interesantno je da 

je precizna kontrola nivoa OCT4 neophodna i za determinaciju sudbine embrionalnih 

matičnih ćelija (Niwa et al., 2000, Lengner et al., 2007). Naime, pokazano je da je za 

održavanje fenotipa matičnih ćelija neophodan tačno određen nivo OCT4 ekspresije; 

smanjena ekspresija OCT4, kako je pomenuto, vodi u diferencijaciju u ćelije 

trofoektoderma, dok povećana doza ovog proteina indukuje diferencijaciju u primitivni 

endoderm ili mezoderm (Niwa et al., 2000, Lengner et al., 2007). 

 

1.6. GEN NANOG 

 

Transkripcioni faktor NANOG zajedno sa OCT4 i SOX2 čini osnovnu 

regulatornu mrežu koja kontroliše procese samoobnavljanja i pluripotentnosti 

(Chambers et al., 2003, Mitsui et al., 2003). Ovaj faktor, okarakterisan kao protein koji 

aktivira represore i suprimira aktivatore diferencijacije, čime obezbeđuje potencijal za 

samoobnavljanje matičnih ćelija, svoje ime dobio je po keltskoj zemlji mladosti, Tìr nan 

Òg. U humanom genomu detektovano je 11 pseudogena (NANOGP1-NANOGP11), 

homologih inicijalno identifikovanom genu NANOG1 (Booth & Holland, 2004). 

Najveći broj ovih pseudogena poseduje rane stop kodone i smatrani su 

nefunkcionalnim. Izuzetak čine NANOGP2 i NANOGP8. NANOGP2 nastao je 

tandemskom duplikacijom gena NANOG1 i eksprimiran je u hematopoetskim matičnim 

ćelijama i ćelijama B-ćelijskog limfoma sa translokacijom t(4;11) (q21;q23) (Eberle et 

al., 2010). Protein kodiran pseudogenom NANOGP8 od proteina NANOG razlikuje se u 

samo jednoj a.k. i ima ključnu ulogu u nastanku pojedinih tipova tumora (Zhang et al., 

2006, Fairbanks et al., 2012). 

Humani gen NANOG lociran je na hromozomu 12p13 i kodira protein dužine 

305 a.k. koji se sastoji iz 3 funkcionalna domena: N-terminalnog domena, 

homeodomena i C-terminalnog transaktivacionog domena (Chambers et al., 2003, 

Mitsui et al., 2003, Oh et al., 2005). C-terminalni domen sadrži region neophodan za 

dimerizaciju NANOG proteina koja je krucijalna za funkciju održavanja matičnosti 

(Mullin et al., 2008, Wang et al., 2008). Ovaj region, zajedno sa homeodomenom, 

značajan je za transport proteina iz citoplazme u jedro, dok N-terminalni domen reguliše 

transaktivacionu funkciju proteina (Chang et al., 2009). 

NANOG je heterogeno eksprimiran u ćelijama unutrašnje ćelijske mase 

blastocista (Chambers et al., 2003, Mitsui et al., 2003). Tokom embriogeneze miša 

ekspresija je utišana u epiblastu pre implantacije, a nakon implantacije biva reaktivirana 

u posteriornom epiblastu (Chambers et al., 2003, Mitsui et al., 2003). Nanog iRNK je 

na stadijumu somitogeneze nedetektabilna, što koincidira sa trenutkom gubitka 

pluripotentnosti (Guo et al., 2010). NANOG je identifikovan kao faktor kritičan za 

kontrolu samoobnavljanja embrionalnih matičnih ćelija uzvodno od LIF/STAT3 

signalizacije, kako je zaključeno na osnovu eksperimenata sa Nanog-deficijentnim 

embrionima miša kod kojih izostaje nastanak epiblasta i nastaju ćelije endodermalnog 

fenotipa (Mitsui et al., 2003). Ova otkrića potvrđena su i eksperimentima sa 

utišavanjem ekspresije NANOG proteina u embrionalnim matičnim ćelijama miša, što 

za posledicu ima njihovu diferencijaciju u ekstraembrionalne endodermalne ćelijske 

linije (Mitsui et al., 2003). Ekspresija gena NANOG kod adulta ograničena je na tkivo 

testisa, a nizak nivo ekspresije uočen je i u ćelijama tankog creva, štitne žlezde i 
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cerviksa (Hoei-Hansen et al., 2005, Mato Prado et al., 2015). Međutim, u većini 

adultnih tkiva ekspresija gena NANOG je utišana (Booth & Holland, 2004, Chang et al., 

2009, Fairbanks et al., 2012, Lee, Folger, et al., 2014).  

Ekspresija proteina NANOG detektovana je i u brojnim tipovima tumora, gde se 

dovodi u vezu sa hemorezistencijom, sposobnošću metastaziranja i lošim post-

operativnim tokom (pregledi dati u (Gawlik-Rzemieniewska & Bednarek, 2016, Wong 

& Cheung, 2016)). Uloga ovog gena, kao i njegovih najbližih partnera OCT4 i SOX2, u 

procesima nastanka i progresije maligniteta predmet je intenzivnih istraživanja koja za 

cilj imaju rasvetljavanje mehanizama kojima narušena regulacija ekspresije i funkcija 

faktora pluripotentnosti doprinosi nastanku i širenju tumora (Gawlik-Rzemieniewska & 

Bednarek, 2016, Wong & Cheung, 2016, Hepburn et al., 2019). Međutim, dodatni 

pravac istraživanja ostaje sagledavanje kompleksne mreže koja usmerava procese 

embrionalnog razvića i ćelijske diferencijacije, a u čijoj osnovi leže interakcije OCT4, 

SOX2 i NANOG proteina i njihovih partnera, komponenti signalnih puteva i faktora 

epigenetičke mašinerije. 

 

1.7. ULOGA GENA SOX2, OCT4 I NANOG U ODRŽAVANJU 

PLURIPOTENTOSTI I ODREĐIVANJU SUDBINE ĆELIJA 

 

Pluripotentnost matičnih ćelija, odnosno njihov potencijal za opredeljivanje u 

različite tipove ćelija, održava se kroz proces samoobnavljanja i praćen je inhibicijom 

diferencijacije i promocijom proliferacije ovih ćelija (Posfai et al., 2014, Hassani et al., 

2018). Na molekularnom nivou, održavanje stanja pluripotentnosti matičnih ćelija zavisi 

od kompleksne mreže transkripcionih faktora, čiji su centralni “igrači“ SOX2, OCT4 i 

NANOG (Chen et al., 2008, Loh & Lim, 2011, Rizzino, 2013).  

U brojnim studijama korišćene su najsavremenije metode za analizu kompleksne 

mreže faktora uključenih u održavanje pluripotentnosti, što je rezultovalo obiljem 

eksperimentalnih podataka čija je analiza dovela do nekoliko važnih zaključaka (Orkin 

et al., 2008, Macarthur et al., 2009, Ng & Surani, 2011, Young, 2011, Li & Izpisua 

Belmonte, 2018). Naime, pokazano je da jezgro ove mreže čine OCT4, SOX2 i 

NANOG koji su vezani za stotine potencijalnih regulatornih elemenata u genomu, 

uključujući i njihove sopstvene promotore, i na taj način formiraju gustu kooperativnu 

mrežu i povratne regulatorne petlje (Adamo et al., 2011, Hackett & Surani, 2014, Li & 

Izpisua Belmonte, 2018). Kolokalizovani centralni regulatori OCT4, SOX2 i NANOG 

formiraju platformu za regrutovanje dodatnih faktora koji integrišu signale iz drugih 

transkripcionih mreža, signalnih puteva, koaktivatora i korepresora regulatornih 

molekula RNK i epigenetičkih mehanizama (Adamo et al., 2011, Hackett & Surani, 

2014, Li & Izpisua Belmonte, 2018). U ovakvom sistemu, fluktuacije u nivou centralnih 

transkripcionih faktora pluripotentnosti bivaju balansirane regulatornom 

redundantnošću ili pozitivnim povratnim spregama, što rezultuje stabilizacijom 

pluripotentnog stanja, ili pak bivaju iskorišćene za inicijaciju diferencijacije u prisustvu 

odgovarajućeg indukujućeg signala (Boyer et al., 2005). Ovaj fini balans nastaje kao 

posledica protein-DNK i protein-protein interakcija (Boyer et al., 2005). Pokazano je da 

je za uspostavljanje i/ili održavanje pluripotentnosti ćelija neophodan kritični nivo 

OCT4 proteina, koji zatim može biti smanjen bez gubitka osobine samoobnavljanja 

ćelija (Radzisheuskaya et al., 2013). Takođe, ćelije koje eksprimiraju OCT4 na ovom 

nivou uspešno se mogu in vitro diferencirati, dok ćelije sa niskom ekspresijom OCT4 ne 
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mogu ući u proces diferencijacije usled nemogućnosti da utišaju gene faktore 

pluripotentnosti i aktiviraju gene neophodne za ćelijsku specifikaciju (Niwa et al., 2000, 

Radzisheuskaya et al., 2013, Radzisheuskaya & Silva, 2014). Ćelije kojima je ukinuta 

ekspresija proteina NANOG i dalje poseduju sposobnost samoobnavljanja, iako sa 

povećanom incidencom spontane diferencijacije u odnosu na wild type ćelije (wt, ćelije 

tipičnog fenotipa i genotipa) (Chambers et al., 2007), i brojni primarni ciljni geni 

proteina NANOG ostaju eksprimirani i u njegovom odsustvu (Silva & Smith, 2008). 

Stoga, smatra se da je uloga ovog faktora da suprimira diferencijaciju pluripotentnih 

ćelija pre nego da aktivira proces samoobnavljanja (Silva & Smith, 2008). Sa druge 

strane, kako je pokazano na humanim embrionalnim matičnim ćelijama, kao i na 

matičnim ćelijama miša, SOX2 nije neophodan za proces samoobnavljanja, zahvaljujući 

kompenzatornom mehanizmu koji se ostvaruje povećanjem ekspresije gena SOX3 

nakon utišavanja gena SOX2 (Wang et al., 2012, Corsinotti et al., 2017). Ćelije sa 

niskom ekspresijom SOX2 i visokom ekspresijom SOX3 ostaju pluripotentne, ali 

spontano ulaze u proces diferencijacije (Wang et al., 2012). Istovremeno utišavanje 

ekspresije SOX2 i SOX3 rezultuje gubitkom sposobnosti samoobnavljanja i 

diferencijacijom u mezoderm i endoderm (Wang et al., 2012). Na Slici 10. dat je 

shematski prikaz međusobnog odnosa gena SOX2 i SOX3 u procesima održavanja 

pluripotentnosti i određivanja ćelijske sudbine. 

 

 
Slika 10. Shematski prikaz međusobnog odnosa ekspresije gena SOX2 i SOX3 u 

procesima održavanja pluripotentnosti i određivanja ćelijske sudbine 

embrionalnih matičnih ćelija. Embrionalne matične ćelije sa visokom ekspresijom 

SOX2 i niskom ekspresijom SOX3 (EMĆ SOX2+SOX3-) imaju značajnu sposobnost 

samoobnavljanja i potencijal da diferenciraju u ćelijske linije neuroektoderma i 

primitivne brazde. U embrionalnim matičnim ćelijama sa utišanom ekspresijom gena 

SOX2 (shRNK SOX2) indukuje se ekspresija gena SOX3. Ovako nastale embrionalne 

matične ćelije (EMĆ SOX2-SOX3+) zadržavaju pluripotentnost, ali imaju redukovan 

kapacitet samoobnavljanja. Istovremeno utišavanje ekspresije gena SOX3 (shRNK 

SOX3) u ovim ćelijama inicira njihovo opredeljivanje ka ćelijama primitivne brazde. 

Preuzeto i izmenjeno iz Wang (2012).  

 

Studije na embrionalnim matičnim ćelijama miša i čoveka pokazale su da se 

OCT4 i SOX2 kao heterodimeri kooperativno vezuju za brojne regulatorne elemente 
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(Chew et al., 2005, Rodda et al., 2005). Vezivna mesta za NANOG se u velikoj meri 

preklapaju sa OCT4/SOX2 vezivnim mestima (Chen et al., 2008). Deo ovih 

regulatornih elemenata pripada protein-kodirajućim i mikroRNK (miRNK) genima 

(Chen et al., 2008, Marson et al., 2008). Mesta okupirana sa sva 3 centralna regulatora 

pluripotentnosti najčešće imaju funkciju pojačivača i transkripcija sa ovih gena 

uslovljena je barem jednim članom SOX2-OCT4-NANOG grupe (Chew et al., 2005, 

Matoba et al., 2006, Chen et al., 2008). OCT4 i NANOG vezuju i regrutuju brojne 

koaktivatore, kao što su p300 i medijatorski kompleks i PAF1 (eng. RNA polymerase II-

associated factor 1) (Conaway et al., 2005, Malik & Roeder, 2005, Chen et al., 2008, 

Ding et al., 2009, Zhong & Jin, 2009). Druga grupa gena na čijim su regulatornim 

elementima vezani OCT4-SOX2-NANOG su geni odgovorni za ćelijsku diferencijaciju 

i specifikaciju koji su u embrionalnim matičnim ćelijama reprimirani. Ova represija 

ostvaruje se kroz interakciju sa SetDB1 (eng. SET Domain Bifurcated 1) i Polycomb 

(PcG) grupom proteina – hromatinskih regulatora, kao i kroz regrutovanje korepresora 

kao što su DAX1 (eng. Dosage-sensitive sex reversal 1), CNOT3 (eng. CCR4-NOT 

transcription complex subunit 3) i TRIM28 (eng. Tripartite motif-containing 28) (Boyer 

et al., 2005, Boyer et al., 2006, Lee et al., 2006, Loh et al., 2006, Marson et al., 2008, 

Pasini et al., 2008, Bilodeau et al., 2009, Hu et al., 2009, Sun et al., 2009). 

Aktivacija diferencijacije matičnih ćelija praćena je dramatičnim izmenama u 

opisanoj regulatornoj mreži (Feldman et al., 2006, Fujita et al., 2008, Tay et al., 2008). 

Mehanizmi koji doprinose gubitku matičnosti uključuju utišavanje ekspresije gena 

OCT4 (Feldman et al., 2006), proteolitičku degradaciju NANOG od strane kaspaze-3 

(Fujita et al., 2008) i redukciju nivoa OCT4, NANOG i SOX2 iRNK posredovanu preko 

miRNK (Tay et al., 2008). Ulazak ćelije u opredeljena stanja praćen je aktivacijom seta 

gena specifičnih za datu ćelijsku liniju, procesovanjem Let-7 regulatorne miRNK 

(Viswanathan et al., 2008), aktivacijom „pionirskih“ transkripcionih faktora koji su 

pojačivačke sekvence održavali u stanju pripremljenom za tranksripciju (Zaret et al., 

2008), kao i modifikacijom medijatorskog kompleksa (Deato & Tjian, 2007, Ho & 

Crabtree, 2010, Taatjes, 2010). 

Kompleksnost mehanizama i brojnost faktora uklučenih u procese održavanja 

matičnosti i indukcije diferencijacije otežavaju potpuno razumevanje pomenutih 

procesa. Dodatno rasvetljavanje mehanizama kontrole gena faktora pluripotentnosti 

neophodno je u cilju razrešavanja “genetičke slagalice“ koja stoji iza stanja matičnosti i 

opredeljivanja, a u cilju potencijalne kontrole navedenih procesa. 

 

1.8. SIGNALNI PUT RETINOIČNE KISELINE  

 

Vitamin A (eng. all-trans retinol, retinol kod koga su sve dvostruke veze u trans 

poziciji) i njegovi aktivni metaboliti, retinoidi, regulišu brojne procese tokom razvića 

kičmenjaka kroz kontrolu ćelijske proliferacije, diferencijacije i apoptoze (Gudas, 1994, 

Dolle, 2009, Mark et al., 2009, Mezquita & Mezquita, 2019, Thompson et al., 2019). 

Dva tipa transkripcionih faktora, receptora retinoične kiseline, RAR (eng. retinoic acid 

receptor) (izoforme RARα, β i γ) i retinoidni X receptori-RXR (eng. retinoid X 

receptor) (izoforme RXR α, β i γ), posreduju u ostvarivanju većine funkcija biološki 

aktivne forme retinoične kiseline  –  all-trans retinoične kiseline i njenih specifičnih 

metabolita (Dolle, 2009, Mark et al., 2009, Thompson et al., 2019). Unutar ćelije, 

retinoična kiselina se transportuje u jedro vezana za CRABP2 (eng. cellular retinoic 
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acid binding protein 2) (Delva et al., 1999, Schug et al., 2007), gde se vezuje za RARα 

(eng. retinoic acid receptor α), β (eng. retinoic acid receptor β) i γ (eng. retinoic acid 

receptor γ). RAR receptori sa RXR receptorima formiraju heterodimerni kompleks koji 

se vezuje za DNK (Delva et al., 1999, Schug et al., 2007, Rochette-Egly, 2020). U 

prisustvu agonista retinoične kiseline ovaj kompleks menja konformaciju, aktivirajući 

trankripciju ciljnih gena (Delva et al., 1999, Schug et al., 2007). Aktivacija transkripcije 

jedan je od prvih koraka u procesu diferencijacije indukovanom retinoičnom kiselinom i 

inicirana je vrlo brzo po dodavanju retinoične kiseline medijumu za gajenje ćelija 

(LaRosa & Gudas, 1988, Langston & Gudas, 1992). Geni koji predstavljaju rane, 

primarne targete retinoične kiseline poseduju regulatorne elemente pojačivače-RARE 

(eng. retinoic acid response elements) za koje se vezuju RXR/RAR heterodimeri 

(LaRosa & Gudas, 1988, Langston & Gudas, 1992, Rochette-Egly, 2020). Poznati su 

geni koji imaju kompleksne RARE elemente, kao i oni koji ih ne poseduju već su 

indirektno regulisani retinoičnom kiselinom i predstavljaju sekundarne ciljne gene koji 

generišu sekundarni odgovor na retinoičnu kiselinu (pregled u (Gudas & Wagner, 

2011)). Mehanizam aktivacije transkripcije ciljnih gena retinoične kiseline posredovan 

je vezivanjem retinoičnom kiselinom-aktiviranih RXR/RAR kompleksa za 

heterohromatin, regrutacijom ATP-zavisnih SWI/SNF (eng. Swich/Sucrose Non-

Fermentable) remodelujućih komplesa i vezivanjem proteina NF1 (eng. neurofibromin 

1) koji stabilizuje otvorenu strukturu nukleozoma, čime se omogućava vezivanje RNK 

polimeraze II (Li et al., 2010). Ova sposobnost agonista retinoične kiseline da izmene 

strukturu RXR/RAR kompleksa i olakšaju njegovo vezivanje za kompaktni hromatin u 

blizini primarnih ciljnih gena, za posledicu ima uspostavljanje epigenetičke 

modifikacije na ovim genima koje su specifične za ćelijsku liniju (Mongan & Gudas, 

2007). Ove retinoičnom kiselinom-indukovane epigenetičke modifikacije finalno 

rezultuju izmenjenom aktivnošću transkripcionih faktora u okviru transkripcionih mreža 

regulisanih retinoičnom kiselinom- (Mongan & Gudas, 2007). Interakcijama RXR/RAR 

kompleksa sa drugim proteinima, koaktivatorima i korepresorima, obezbeđuje se fina 

regulacija ćelijskog odgovora na retinoičnu kiselinu i integrišu se signali iz drugih 

signalnih puteva (Gaillard et al., 2006, Santos & Kim, 2010, Rochette-Egly, 2020). 

Stoga, signalizacija posredovana retinoičnom kiselinom predstavlja esencijalni, rani 

signal koji inicira kaskadu događaja koji vode opredeljivanju i diferencijaciji ćelija na 

različitim stadijumima pluripotentnosti (Gaillard et al., 2006, Santos & Kim, 2010, 

Chatagnon et al., 2015). Represija gena posredovana retinoičnom kiselinom je manje 

ispitana. Pokazano je da gajenje embrionalnih matičnih ćelija u medijumu sa 

retinoičnom kiselinom dovodi do povećane ekspresije GCNF (eng. germ cell nuclear 

factor) koji reprimira gene faktore pluripotentnosti Sox2, Oct4 i Nanog (Gu et al., 2005, 

Akamatsu et al., 2009), čija je smanjena aktivnost jedan od osnovnih markera početka 

diferecijacije (Niwa et al., 2000). Shematski prikaz signalizacije posredovane 

retinoičnom kiselinom prikazan je na Slici 11. 

Takođe, pokazano je da se RXR za svoje ciljne sekvence može vezivati kao 

homodimer (IJpenberg et al., 2004) ili u kompleksu sa drugim unutarćelijskim 

receptorima, kao što su receptori tireoidnog hormona (eng. TRs, Thyroid hormone 

receptors), receptori vitamina D (eng VDRs, vitamin D receptors), peroksizomalni 

proliferator-aktivirani receptor (eng. PPAR, peroxisome proliferator-activated 

receptor), farnezoid X-aktivirani receptor (eng. FXR, farnesoid X-activated receptor) i 

brojni drugi (Laudet V, 2002, Lefebvre et al., 2010). Rezultujući heterodimeri ostvaruju 

svoje funkcije u regulaciji genske ekspresije, na taj način integrišući različite signalne 
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puteve (Germain et al., 2006). RXR homodimeri se vezuju za RE (eng. response 

element) kod kojih su polumesta razdvojena 1 bp (DR-1), dok se heterodimerni 

komplesi sa RXR-om vezuju za elemente u kojima su vezivna polumesta razdvojena sa 

1-5 bp (DR-1 do DR-5) (Laudet V, 2002). Stoga konfiguracija ovih RE određuje 

selektivnost i specifičnost RXR homo/heterodimera (Glass, 1994, Laudet V, 2002). 

 

 
 

Slika 11. Shematski prikaz signalnog puta retinoične kiseline. RK – retinoična 

kiselina, RAR – eng. retinoic acid receptor, RXR – eng.  retinoid X receptor, RARE – 

eng. retinoic acid response elements, POLII – RNK polimeraza II, TBP – eng. TATA-

binding protein, TAF – eng. TATA-binding protein asscociated factor, CRABP2 - eng. 

cellular retinoic acid binding protein 2, RDH – retinol dehidrogenaza, RALDH – 

retinaldehid dehidrogenaza. Preuzeto i izmenjeno iz Rhinn (2012). 

 

Dugo je poznata činjenica da su retinoidi neophodni za pravilan tok 

embriogeneze, a mehanizmi njihovog dejstva ispitani su u VAD (eng. vitamin A 

deficiency) životinjskim modelima kod kojih postoji potpuno odsustvo vitamina A i 

retinoidne signalizacije (Dong & Zile, 1995, Zile, 2004). Kod wt životinja embrioni 

koriste majčine depoe vitamina A za metabolizam retinoida, dok kod VAD modela 

ovakvi depoi ne postoje (Dong & Zile, 1995, Zile, 2004). VAD majka ostaje zdrava sve 
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dok joj se retinoična kiselina dodaje u vidu dodataka u ishranu (Dong & Zile, 1995, 

Zile, 2004). Embrion, međutim, ne može da koristi retinoide u ovom obliku i stoga se 

embriogeneza odigrava u odsustvu retinoidne signalizacije (Dong & Zile, 1995, Zile, 

2004). VAD embrioni prepelice preživljavaju samo do 4. dana embriogeneze, usled 

letalnih oštećenja u nervnom i kardiovaskularnom sistemu (Zile, 2004). Ove 

malformacije se u potpunosti prevazilaze dodavanjem retinoične kiseline in ovo ili 

kultivacijom embriona u prisustvu retinoične kiseline pre stupnja od 5 somita, što jasno 

ukazuje na esencijalnu ulogu signalizacije posredovane retinoičnom kiselinom u ovom 

stadijumu razvoja embriona. Uloga retinoične kiseline u embriogenezi evolutivno je 

očuvana, kako je pokazano kod glodara (Li et al., 2012) i svinja (Hale, 1935) rodjenih 

od VAD majki. 

Signalizacija posredovana retinoičnom kiselinom uključena je u razviće CNS-a 

(Maden, 2002). Kod nižih kičmenjaka neophodna je za generisanje odgovarajućeg broja 

primarnih neurona, kao i za njihovo ispravno pozicioniranje (Sharpe & Goldstone, 

2000). Prilikom embrionalnog razvića CNS-a kičmenjaka, retinoična kiselina ima važnu 

ulogu u obrazovanju anteriorno-posteriorne i dorzo-ventralne ose (Cunningham et al., 

1994), pri čemu su glavna mesta njenog dejstva prednji mozak i anteriorni delovi 

kičmene moždine (Glover et al., 2006). Takođe, retinoična kiselina reguliše razvoj 

interneurona i motoneurona duž dorzo-ventralne ose (Sockanathan & Jessell, 1998). 

Nadalje, opisane su značajne uloge retinoične kiseline u adultnom mozgu (Christie et 

al., 2008). Pokazano je da se retinoična kiselina sintetiše u regionima mozga koji kod 

odraslih jedinki prolaze kroz aktivno remodelovanje (bazalne ganglije, olfaktorni 

bulbus, hipokampus i aferentni slušni neuroni) (Dev et al., 1993). Važno je napomenuti 

da visoki nivoi retinoične kiseline i asociranih proteina u dentatnom girusu 

hipokampusa impliciraju učešće ovih molekula u region-specifičnoj neurogenezi 

(Jacobs et al., 2006). Pokazano je da retinoična kiselina u dentatnom girusu značajno 

doprinosi ranim fazama neuronalne diferencijacije (Jacobs et al., 2006). Pored uloge u 

razviću CNS-a, retinoična kiselina je neophodna za morfogenezu i diferencijaciju oka, 

bubrega, kardiovaskularnog sistema, pluća i udova (pregledi dati u (Rhinn & Dolle, 

2012, Das et al., 2014, Thompson et al., 2019)). 

Retinoična kiselina je potentan agens za indukciju diferencijacije embrionalnih 

matičnih ćelija, čiji je kapacitet za spontanu in vitro diferencijaciju ograničen (Tighe & 

Gudas, 2004). Pokazano je da se dodavanjem retinoične kiseline u medijum u kome se 

gaje brzo proliferišuće embrionalne matične ćelije miša generišu neuralni progenitori sa 

karakteristikama radijalnih glijalnih ćelija tipičnih za CNS u razvoju (Bibel et al., 2004, 

Plachta et al., 2004). U ovim uslovima dobijene su uniformne populacije ćelija koje 

eksprimiraju neuralni marker PAX6 (eng. Paired box 6), a koje nakon dalje in vitro 

kultivacije mogu nastaviti proces diferencijacije do stadijuma neurona čije su 

elektrofiziološke karakteristike i sinaptički kontakti slični onima kod piramidalnih 

neurona prednjeg mozga (Bibel et al., 2004, Plachta et al., 2004). Kada se 

transplantiraju u neuralnu cev embriona pileta, embrionalna tela (grupacije 

pluripotentnih matičnih ćelija nastale pod dejstvom retinoične kiseline) doprinose 

nastanku interneurona i motoneurona kičmene moždine (Bibel et al., 2004, Plachta et 

al., 2004). Slični rezultati dobijeni su i prilikom diferencijacije embrionalnih 

karcinomskih ćelija, o čemu će više reči biti u narednom odeljku. 

Mehanizmi neuralne diferencijacije indukovane retinoičnom kiselinom su 

kompleksni i zahtevaju interakciju velikog broja proteina i signalnih puteva (Xu et al., 

1999, Mongan & Gudas, 2007, Perissi et al., 2010). Jedan od važnih aspekata dejstva 
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retinoične kiseline jeste interakcija sa PcG proteinima, koji formiraju velike komplekse 

za utišavanje gena sa ključnim ulogama u procesu diferencijacije i embrionalnog 

razvića (Gillespie & Gudas, 2007a, b, Sessa et al., 2007). PcG proteini SUZ12 (eng. 

Polycomb Repressive Complex 2 Subunit) i EZH2 (eng. Enhancer of Zeste homolog 2) 

deluju kao globalni regulatori održavanja epigenetički reprimiranog stanja i u 

embrionalnim matičnim ćelijama aktivno utišavaju gene važne za ćelijsko 

opredeljivanje i diferencijaciju (Simon & Kingston, 2009). U nediferenciranim 

matičnim ćelijama primarni ciljni geni retinoične kiseline, kao što su Hoxa1 (eng. 

Homeobox A1), Cyp26a1 ( eng. Cytochrome P450 Family 26 Subfamily A member 1), 

RARβ2, obeleženi su PcG kompleksima (Gillespie & Gudas, 2007b). Nakon dodavanja 

retinoične kiseline medijumu za gajenje ćelija, dolazi do brze disocijacije PcG proteina 

sa ciljnih gena retinoične kiseline, što ukazuje na funkcionalne i antagonističke veze 

između retinoidne signalizacije i reprimirajućih kompleksa, čime se održavaju 

karakteristike matičnih ćelija (Gillespie & Gudas, 2007a, b).  

Signalni put retinoične kiseline uključen je u regulaciju ekspresije gena SOX3 

(Stevanovic, 2003). Kako je prethodno pokazano, 2 dana nakon dodavanja retinoične 

kiseline medijumu za gajenje NT2/D1 ćelija dolazi do porasta nivoa ekspresije ovog 

gena (Stevanovic, 2003). Regulacija ekspresije gena SOX3 posredovana retinoičnom 

kiselinom ostvaruje se preko DR-3-like RXR RE elementa (Nikcevic et al., 2008) i 

atipičnog RA/RXR RE (Mojsin et al., 2006). Takođe, identifikovani su transkripcioni 

faktori, regulatori ekspresije gena SOX3, uključeni u modulaciju efekta retinoične 

kiseline na aktivaciju SOX3 u inicijalnim fazama neuralne diferencijacije NT2/D1 

ćelija: NF-Y (eng. Nuclear transcription factor Y), PBX1 (eng. Pre-B-cell leukemia 

transcription factor 1), i MEIS1 (eng. Myeloid ecotropic viral integration site-1),  

(Kovacevic Grujicic et al., 2005, Krstic et al., 2007, Nikcevic et al., 2008, Mojsin & 

Stevanovic, 2009). 

Usled kompleksne uloge retinoida u razviću CNS-a i drugih sistema organa, 

narušena retinoidna signalizacija dovodi se u vezu sa brojnim oboljenjima, među kojima 

su Alchajmerova i Parkinsonova bolest kao i poremećaji metabolizma kao što su 

dijabetes, gojaznost i metabolički sindrom (Das et al., 2014, Das et al., 2019). Takođe, 

poslednjih godina pokazan je značaj retinoida kao hemoterapeutika koji mogu 

indukovati diferencijaciju i/ili apoptozu tumorskih ćelija, a poseduju i značajne 

antiproliferativne i antioksidativne aktivnosti, te stoga predstavljaju agense sa 

potencijalnom primenom u lečenju različitih tipova maligniteta (pregled u (Das et al., 

2014, Ni et al., 2019)). Zahvaljujući ulozi retinoidne signalizacije u neurogenezi, 

neuronalnoj plastičnosti, kontroli motornih i kognitivnih funkcija, pokazano je da 

dodatak retinoične kiseline ishrani poboljšava funkcije mozga oslabljene starenjem 

(Etchamendy et al., 2001, Olson & Mello, 2010, Colas et al., 2020). 

 

1.9. NT2/D1 ĆELIJE 

 

Zahvaljujući svojim jedinstvenim karakteristikama, tumori germinativnih ćelija 

(GCT, eng. germ cell tumors) već decenijama su u istraživačkom fokusu brojnih grupa 

(Stevens, 1967, 1984, Oosterhuis et al., 1997, Donovan & de Miguel, 2003, Nappi et 

al., 2019). Ovi tumori pokazuju visoku senzitivnost na hemoterapiju cisplatinom 

(Einhorn, 2002, Chovanec et al., 2018, Singh et al., 2019). Genetičke aberacije različitih 

tipova tumora germinativnih ćelija precizno su definisane, što olakšava dijagnostiku i 
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terapiju ovih maligniteta (pregledi u (Oosterhuis & Looijenga, 2005, Chovanec et al., 

2018, Leao et al., 2019)). Tumorske ćelije zadržavaju osobine matičnih ćelija što ih čini 

jedinim totipotentim tumorima (Honecker et al., 2006) i mnoge ćelije GCT imaju 

sposobnost diferencijacije (Andrews, 1984). Na osnovu histologije tumora i kliničkih 

karakteristika GCT su podeljeni u seminome i neseminome (Oosterhuis & Looijenga, 

2005). Na osnovu histoloških karakteristika, postoji više tipova neseminoma tumora 

koji odgovaraju pojedinim stadijumima embrionalnog razvića (Oosterhuis & Looijenga, 

2005). Embrionalne karcinomske ćelije predstavljaju matične ćelije neseminoma GCT 

(Honecker et al., 2006). Izučavanje in vitro diferencijacije embrionalnih karcinomskih 

ćelija omogućilo je detaljan uvid u procese opredeljivanja matičnih ćelija (Honecker et 

al., 2006). Najviše korišćena i najbolje okarakterisana humana embrionalna 

karcinomska ćelijska linija je NTera-2cl.D1 (NT2/D1) (Andrews, 1984, Andrews et al., 

1984, Andrews et al., 1990, Pleasure et al., 1992, Pleasure & Lee, 1993, Miyazono et 

al., 1995, Hartley et al., 1999, Przyborski et al., 2000, Satoh & Kuroda, 2000, 

Stevanovic, 2003, Megiorni et al., 2005, Goodfellow et al., 2011). Neuralna 

diferencijacija NT2/D1 indukovana retinoičnom kiselinom predstavlja robustan, 

reproducibilan i pouzdan model sistem in vitro humane neurogeneze (Andrews, 1984, 

Dmitrovsky et al., 1990, Leypoldt et al., 2001). 

Ćelijska linija NTera2 dobijena je subkloniranjem iz linije Tera2 izolovane iz 

tumora pluća nastalog metastazom testikularnog teratokarcinoma (Andrews et al., 

1984). NT2/D1 ćelije po svojoj morfologiji, imunofenotipskim karakteristikama i 

ekspresiji specifičnih markera pokazuju veliku sličnost sa humanim embrionalnim 

matičnim ćelijama (Pleasure & Lee, 1993, Przyborski et al., 2000). 

Imunofluorescentnim bojenjem nediferenciranih NT2/D1 ćelija pokazani su visoki nivoi 

ekspresije nestina i vimentina, intermedijarnih filamenata karakterističnih za 

neuroepitelijalne matične ćelije, kao i prisustvo MAP1b (eng. Microtubule-associated 

protein 1b) proteina, markera asociranog sa mikrotubulama i eksprimiranog u humanom 

germinativnom neuroepitelu (Pleasure & Lee, 1993). Takođe, NT2/D1 ćelije na svojoj 

površini eksprimiraju polizilovan NCAM (PSA-NCAM, eng. polysialylated Neural Cell 

Adhesion Molecule) i N-kadherin, koji se pojavljuju veoma rano u neuroepitelu CNS-a 

u razvoju i čije je prisustvo u obrnutoj korelaciji sa stadijumom zrelosti neuralnih ćelija 

(Pleasure & Lee, 1993). Nediferencirane NT2/D1 ćelije na svojoj površini takođe 

eksprimiraju antigene markere embrionalnih karcinomskih ćelija SSEA3 (eng. Stage-

specific embryonic antigen 3), SSEA4 (eng. Stage-specific embryonic antigen 4) i TRA-

1-60 (eng. T cell receptor alpha locus ili Podocalyxin) (Pleasure & Lee, 1993), dok ih 

visoka ekspresija markera plutipotentnosti SOX2, OCT4 i NANOG čini sličnim 

humanim embrionalnim matičnim ćelijama (Andrews, 1984, Pleasure & Lee, 1993, Hart 

et al., 2004). Nakon indukcije NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom dolazi do njihovog 

opredeljivanja i diferencijacije u sva 3 ćelijska tipa neuralnih ćelija CNS-a – neurone, 

astrocite i oligodendrocite (Misiuta et al., 2006). Tretman retinoičnom kiselinom praćen 

je dramatičnim izmenama u ekspresionom profilu gena u NT2/D1 ćelijama (Andrews et 

al., 1990). U prva 2 dana tretmana dolazi do gubitka ekspresije SSEA3, SSEA4 i TRA-

1-60 markera (Pleasure & Lee, 1993), kao i dramatičnog smanjenja nivoa markera 

pluripotentnosti SOX2, OCT4 i NANOG (Houldsworth et al., 2002, Przyborski et al., 

2003, Deb-Rinker et al., 2005). Paralelno, dolazi do povećanja ekspresije pro-neuralnih 

gena (Przyborski et al., 2000, Przyborski et al., 2003). U prvoj fazi neuralne 

diferencijacije (3 dana indukcije retinoičnom kiselinom) dolazi do tranzijentnog porasta 

nivoa nestina, intermedijarnog filamenta tipičnog za proliferišuće neuralne progenitore, 



24 

 

što ukazuje da se populacija neuralnih progenitora pojavljuje ubrzo nakon počeka 

tretmana pluripotentnih NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom (Przyborski et al., 2000, 

Przyborski et al., 2003). U drugoj fazi (od 7-14 dana indukcije retinoičnom kiselinom) 

dolazi do akumulacije iRNK za nestin, što se podudara sa fazom u kojoj opredeljene 

prekursorske ćelije izlaze iz ćelijskog ciklusa (Przyborski et al., 2003). Treću fazu 

karakteriše porast nivoa sinaptofizina i neuron-specifične enolaze (NSE, eng. Neuron-

specific Enolase), markera terminalno diferenciranih neurona, koji se javljaju sa 

zakašnjenjem u odnosu na ekspresiju neuroD1 (eng. Neuronal Differentiation 1), što 

dokazuje da je diferencijacija NT2/D1 ćelija progresivna i postepena (Przyborski et al., 

2003). Nakon “pionirskih“ studija Przyborskog i saradnika, usledile su brojne analize u 

kojima su identifikovani geni čija je ekspresija izmenjena po indukciji diferencijacije 

NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom, uz detaljnu karakterizaciju transkriptoma i 

proteoma ovih ćelija (Leypoldt et al., 2001, Megiorni et al., 2005, Honecker et al., 

2014). Svi rezultati jasno su dokazali da se ključni događaji koji iniciraju neuralnu 

diferencijaciju NT2/D1 ćelija odigravaju brzo po dodavanju retinoične kiseline 

(Pleasure & Lee, 1993, Przyborski et al., 2000, Leypoldt et al., 2001, Przyborski et al., 

2003, Deb-Rinker et al., 2005, Megiorni et al., 2005, Honecker et al., 2014), što 

pluripotentne ćelije uvodi u ireverzibilno opredeljivanje i diferencijaciju do zrelih 

neurona i ne-neuronalnih ćelijskih tipova nakon 2-4 nedelje tretmana retinoičnom 

kiselinom (Pleasure & Lee, 1993, Guillemain et al., 2000, Przyborski et al., 2000, 

Przyborski et al., 2003). Terminalno diferencirani neuroni (NT2-N) manjih su dimenzija 

u poređenju sa nediferenciranim NT2/D1 ćelijama i rastu u višeslojnim grupama koje su 

međusobno povezane ćelijskim nastavcima (Andrews, 1988, Pleasure et al., 1992, 

Guillemain et al., 2000). Takođe, NT2-N eksprimiraju brojne citoskeletne proteine i 

površinske i sinaptičke/sekretorne molekule karakteristične za zrele humane neurone 

(Sheridan & Maltese, 1998, Satoh & Kuroda, 2000, Megiorni et al., 2005, Tegenge et 

al., 2009), formiraju funkcionalne sinapse i generišu akcione potencijale (Hartley et al., 

1999, Podrygajlo et al., 2010, Coyle et al., 2011). Pokazano je da NT2-N eksprimiraju, 

sekretuju i pokazuju receptivnost na neurotransmitere (Coyle et al., 2011). 

Neuralna diferencijacija NT2/D1 ćelija praćena je smanjenjem proliferativnog 

kapaciteta i gubitkom tumorogenog potencijala (Andrews, 1984, Kurie et al., 1993, 

Spinella et al., 1999). Pluripotentne NT2/D1 ćelije transplantirane u subarahnoidni 

prostor i površinski neokorteks, kao i u lateralne komore, jetru i mišiće glodara 

formiraju letalne tumore (Miyazono et al., 1995). Međutim, pluripotentne NT2/D1 

ćelije transplantirane u bazalne ganglije nastavljaju da proliferišu, paralelno sa 

diferencijacijom velikog broja ovih ćelija u ćelije slične nezrelim neuronima (Miyazono 

et al., 1995). Sa druge strane, u eksperimentima transplantacije NT2-N u mozak 

adultnih i novorođenih miševa nije detektovana pojava tumora, kao ni reverzija neurona 

u ćelije sa malignim potencijalom ni godinu dana nakon intervencije (Trojanowski et 

al., 1993). Dodatno, određen broj studija bavio se potencijalnom upotrebom NT2-N kao 

ćelijske terapije u lečenju povreda mozga, ishemije mozga i neurodegenerativnih bolesti 

(Dunnett et al., 1997, Borlongan et al., 1998a, b, Hurlbert et al., 1999, Saporta et al., 

1999, Willing et al., 1999, Baker et al., 2000, Kondziolka et al., 2000, Lee et al., 2000, 

Saporta et al., 2002, Willing, Zigova, et al., 2002, Kondziolka et al., 2003, Stilley et al., 

2004, Kondziolka et al., 2005). Transplantacija NT2-N u mozak ishemičnih pacova 

rezultovala je značajnim poboljšanjem stanja, a neželjeni efekti nisu detektovani 

(Borlongan et al., 1998a, b, Saporta et al., 1999, Willing, Saporta, et al., 2002). NT2-N 

graftovi uspešno su korišćeni i u animalnim modelima Hantingtonove i Parkinsonove 
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bolesti (Dunnett et al., 1997, Hurlbert et al., 1999, Willing et al., 1999, Baker et al., 

2000, Willing, Zigova, et al., 2002), kao i u povredama kičmene moždine miša i pacova 

(Lee et al., 2000, Saporta et al., 2002). Takođe, NT2-N transplanti korišćeni su u 

fazama I i II kliničkih istraživanja na pacijentima koji su pretrpeli moždani udar u 

oblasti bazalnih ganglija (Kondziolka et al., 2000, Kondziolka et al., 2003, Stilley et al., 

2004, Kondziolka et al., 2005). Iako je u obe studije došlo do poboljšanja u motoričkim 

funkcijama pacijenata-recipijenata NT2-N transplantata, zbog nereprezentativnog 

uzorka nisu izvedeni statistički značajni zaključci (Kondziolka et al., 2000, Kondziolka 

et al., 2003, Stilley et al., 2004, Kondziolka et al., 2005). Takođe, oštećenja uzrokovana 

ishemijom retko su ograničena na striatum mozga, i stoga je neophodna dalja analiza 

potencijalne upotrebe NT2-N transplanata kod ovakvih pacijenata, kao i procena 

uspešnosti u terapiji ove patologije (Banerjee et al., 2000). 

Imajući u vidu veliki broj studija u kojima su NT2/D1 ćelije proučavane i 

korišćene kako za analizu procesa neuralne diferencijacije, tako i za potencijalnu 

primenu njihovih diferenciranih ćelijskih derivata u terapiji brojnih patologija CNS-a, 

ova ćelijska linija predstavlja nezamenljiv, dobro okarakterisan i pouzdan in vitro model 

sistem humane neurogeneze. Dugogodišnje uspešno korišćenje ovog sistema u 

razvojnim, neurobiološkim i kliničkim studijama potvrđuje opravdanost upotrebe 

NT2/D1 linije u rasvetljavanju mehanizama koji leže u osnovi procesa neuralne 

diferencijacije, uključujući analizu genske ekspresije, signalnih puteva, epigenetičkih 

mehanizama i kompleksnih regulatornih mreža kojima se humana neurogeneza 

usmerava i održava. 

In vitro diferencijacija NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom 

praćena je promenama u ekspresionim profilima gena SOXB1 grupe. Literaturni podaci 

pokazuju da su u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama eksprimirani svi članovi ove grupe 

gena a da tokom četiri nedelje neuralne diferencijacije indukovane retinoičnom 

kiselinom imaju veoma dinamične ekspresione profile (Stevanovic, 2003, Sikorska et 

al., 2008, Popovic et al., 2014). Ekspresija SOX1 je visoka u nediferenciranim NT2/D1 

ćelijama, opada nakon prve nedelje diferencijacije, tranzijentno raste u 2. nedelji da bi  

usledio pad do kraja 4. nedelje diferencijacije. Ekspresioni profil SOX2 karakteriše 

visok nivo ekspresije tokom sve 4 nedelje sa pikom u 2. nedelji diferencijacije. 

Ekspresija SOX3 pokazuje nizak nivo u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama koji 

tranzijentno raste u 1. nedelji diferencijacije a zatim pada da bi na kraju 4. nedelje pao 

ispod nivoa ekspresije u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama (Stevanovic, 2003, Popovic 

et al., 2014). Zanimljivo je da u studiji Sikorske i saradnika nije detektovana ekspresija 

SOX2 u NT2-N neuronima dobijenim in vitro diferencijacijom NT2/D1 ćelija (Sikorska 

et al., 2008). Takođe, studija Klajn i saradnika je pokazala da na završnim stadijumima 

diferencijacije zreli neuroni NT2-N i zreli astrociti NT2-A ne eksprimiraju SOX2 (Klajn 

et al., 2014). Ovi rezultati ukazuju da je za dostizanje finalnih stadijuma neuralne 

diferencijacije neophodno utišavanje gena SOX2.  

 

1.10. ULOGA GENA SOXB1 GRUPE U REGULACIJI PROCESA 

NEURALNE DIFERENCIJACIJE 

 

Razviće CNS-a predstavlja kompleksan proces zasnovan na integraciji 

spoljašnjih i unutrašnjih signala uz vremenski i prostorno koordinisanu aktivnost 

velikog broja tranksripcionih regulatora i komponenti epigenetičke mašinerije, koji 



26 

 

rezultuje diferencijacijom multipotentnih samoobnavljajućih progenitorskih ćelija u 

neurone, oligodendrocite i astrocite (Pearson & Doe, 2004). SOXB1 grupa proteina 

nalazi se među ključnim regulatornim komponentama koje definišu identitet neuralnih 

progenitora (pregledi dati u (Pevny & Placzek, 2005, Reiprich & Wegner, 2015)). 

Tokom evolucije, ekspresija SoxB1 (Sox1, Sox2 i Sox3) grupe gena usko je 

specijalizovana i ograničena na ćelijske tipove opredeljene ka neuralnoj diferencijaciji. 

Sox1, Sox2 i Sox3 ortolozi kod Drosophila-e, Amphioxus-a, Xenopus-a, Danio rerio i 

Aves eksprimirani su u ćelijama koje imaju sposobnost formiranja neuralnog 

primordijuma, a zatim se njihova ekpresija ograničava na ćelije sa neuralnim 

identitetom (Uwanogho et al., 1995, Nambu & Nambu, 1996, Russell et al., 1996, 

Penzel et al., 1997, Rex et al., 1997, Streit et al., 1997, Mizuseki et al., 1998, Cremazy 

et al., 2000, Holland et al., 2000). Kod miša, pokazana je pan-ektodermalna ekspresija 

SOX2 i SOX3 proteina duž proksimalno-distalne ose embrionalnog cilindra (Collignon 

et al., 1996, Wood & Episkopou, 1999). Inicijacija ekspresije SOX1 proteina u 

ektodermalnim ćelijama opredeljenim ka neuralnoj diferencijaciji koincidira sa 

indukcijom neuralnog ektoderma i odvija se paralelno sa ograničavanjem ekpresije 

SOX2 i SOX3 proteina na iste ćelijske tipove (Pevny et al., 1998). U embrionima pileta 

pre neuralne indukcije, SOX3 se inicijalno eksprimira širom ektoderma u ćelijama 

kompetentnim da diferenciraju u nervno tkivo, da bi nakon procesa neuralne indukcije 

došlo do dramatičnog porasta ekpresije SOX2 proteina u ćelijama neuralnog ektoderma 

(Uchikawa et al., 2003, Linker & Stern, 2004). U embrionima Xenopus-a proteini SOX2 

i SOX3 takođe definišu novo-indukovanu nervnu ploču (Mizuseki et al., 1998, 

Hardcastle & Papalopulu, 2000). Kod Drosophila-e, ortolog gena Sox2 (Dichaete) 

eksprimiran je u sincicijalnom blastodermu, da bi se do stadijuma rane gastrulacije 

ekspresija održala u neuroblastima novoformirane nervne cevi (Nambu & Nambu, 1996, 

Russell et al., 1996). SoxNeuro, ortolog SoxB1 gena, kod Drosophila-e pokazuje 

dinamičan ekspresioni profil, označavajući budući ventro-lateralni ektoderm, a u 

kasnijim fazama cefalične i ventralne neurogene regione (Cremazy et al., 2000). Svi 

navedeni podaci ukazuju na evolutivno očuvanu ulogu SoxB1 familije gena u razviću 

CNS-a. 

Ključne uloge SOXB1 faktora u određivanju neuralnog identiteta dokazane su 

kako u in vivo tako i u in vitro eksperimentima. U embrionima Xenopus-a ektopična 

ekspresija Sox2 u kombinaciji sa FGF (eng. Fibroblast Growth Factor) faktorom inicira 

neuralnu diferencijaciju ektoderma (Mizuseki et al., 1998), dok injeciranje dominantno 

negativne forme Sox2 inhibira neuralnu diferencijaciju i u celim embrionima i u 

delovima tkiva gde je neuralna indukcija već inicirana utišavanjem BMP (eng. Bone 

Morfogenetic Protein) signalizacije (Mizuseki et al., 1998). Takođe, u in vitro studiji 

Pevny i saradnika pokazano je da je ektopična ekspresija Sox1 dovoljna za inicijaciju 

neuralne diferencijacije embrionalnih karcinomskih P19 ćelija miša u odsustvu 

retinoične kiseline (Pevny et al., 1998). U skladu sa ovim rezultatima, detektovano je da 

ekspresija SOX1 i SOX2 promoviše diferencijaciju embrionalnih matičnih ćelija u 

neuroektoderm (Zhao et al., 2004). 

U brojnim studijama pokazano je da je za tranziciju iz pluripotentnih matičnih 

ćelija u diferencirane neuronalne ćelijske tipove neophodno sekvencijalno i 

koordinisano delovanje članova Sox familije gena (Avilion et al., 2003, Bylund et al., 

2003, Bergsland et al., 2011, Buitrago-Delgado et al., 2018). Uloga SOXB1 proteina 

ostvaruje se kako kroz njihove funkcije kao trankripcionih aktivatora (Kamachi et al., 

2001, Bylund et al., 2003, Graham et al., 2003) tako i kroz njihovu osobinu da deluju 
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kao arhitektonske komponente hromatina, koje menjaju lokalnu strukturu nukleozoma i 

regulišu dostupnost DNK sekvenci (Ferrari et al., 1992). U studiji Bergsland i saradnika 

praćeno je vezivanje SOX2, SOX3 i SOX11 proteina na nivou celog genoma tokom 

neuralne diferencijacije embrionalnih matičnih ćelija miša u neuralne progenitorske 

ćelije, sve do stadijuma ranih neurona (Bergsland et al., 2011). Rezultati pomenute 

studije pokazali su da se SOX2 protein u embrionalnim matičnim ćelijama, pored 

regulacije gena neophodnih za održavanje pluripotentnosti, vezuje i za regulatorne 

elemente brojnih utišanih pro-neuralnih gena, obeleženih bivalentnim H3K27me3 i 

H3K4me3 histonskim markerima (elementi u genomu obeleženi kombinacijom 

reprimirajućih H3K27me3 i aktivirajućih H3K4me3 histonskih markera, prisutni u 

blizini gena spremnih za brzu aktivaciju po dejstvu odgovarajućeg signala iz spoljašnje 

sredine) (Bergsland et al., 2011). Pro-neuralni geni su na ovaj način preselektovani za 

kasnije vezivanje i aktivaciju od strane SOX3 proteina, koja je praćena uklanjanjem 

reprimirajućeg H3K27me3 markera u neuralnim progenitorskim ćelijama (Bergsland et 

al., 2011). Aktivirajući H3K4me3 marker na ovim genima biva zamenjen 

reprimirajućom H3K27me3 modifikacijom u kasnijim fazama neuralne diferencijacije, 

što se ostvaruje vezivanjem proteina SOX11 (Bergsland et al., 2011). Drugu grupu gena 

regulisanih aktivnošću proteina SOX3 u neuralnim progenitorskim ćelijama čine 

bivalentni utišani neuronalni i glijalni geni, čiji regulatorni elementi postaju 

monovalentni H3K4me3+1 domeni (domeni obeleženi sa H3K4me3 modifikacijom) 

nakon vezivanja i aktivacije od strane SOX11, na stupnju ranih neurona (Bergsland et 

al., 2011). Shematski prikaz sekvencijalne aktivnosti SOX proteina u procesima 

neuralne diferencijacije dat je na Slici 12. Ovim je jasno pokazana uloga SOX proteina 

kao “pionirskih faktora“ koji promovišu lokalne epigenetičke promene i sprečavanjem 

preuranjene aktivacije neuralnih gena osiguravaju vremenski koordinisanu progresiju 

neuralne diferencijacije. 

 

  

 

 
Slika 12. Shematski prikaz vremenski koordinisane aktivnosti SOX proteina i 

histonskih modifikacija (H3K4me3 i H3K27me3) na ciljnim genima tokom 

neuralne diferencijacije embrionalnih matičnih ćelija. EMĆ – embrionalne matične 

ćelije, NP – neuralni progenitori. Preuzeto i izmenjeno iz Bergsland (2011). 

 

                                                 
1 u daljem tekstu histonska posttranslaciona modifikacija obeležena znakom “+“ označava 

prisustvo navedene modifikacije u ispitivanom regionu. Histonska posttranslaciona modifikacija 

obeležena znakom “-“ označava odustvo navedene modifikacije u datom regionu. 
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1.11. EPIGENETIČKI MEHANIZMI REGULACIJE GENSKE EKSPRESIJE 

 

Oplođena jajna ćelija, zigot, prolazi kompleksni razvojni put u nizu precizno 

regulisanih ćelijskih deoba (Dettlaff, 1964). Raznovrsne ćelije novonastalog složenog 

organizma, koje se međusobno razlikuju kako po morfologiji tako i po funkciji, odlikuju 

se identičnim genetičkim kodom. Identitet svake ćelije definisan je razlikama u genskoj 

ekspresiji, koja je pod kontrolom epigenetičkih mehanizama (Barros & Offenbacher, 

2009, Delcuve et al., 2009). Termin „epigenetika“ prvi put je upotrebljen 1942. godine 

od strane Waddington-a kao modus kontrole fenotipa genotipom tokom procesa razvića, 

a ova kovanica potiče od grčke reči „epi“ što znači „iznad“ genetike (Waddington, 

1959). Epigenetika se definiše kao nasledno programiranje genske ekspresije kojom se 

kontrolišu ćelijska morfologija i identitet, bez promena u sekvenci DNK (Delcuve et al., 

2009). Skup svih epigenetičkih markera definiše epigenom jedne ćelije (Bernstein et al., 

2007). Višedecenijski rad u ovoj oblasti rezultovao je obiljem podataka koji su 

epigenetiku pozicionirali u žižu kontrole procesa razvića sisara (Barber & Rastegar, 

2010), diferencijacije embrionalnih matičnih ćelija (Delcuve et al., 2009, Olynik & 

Rastegar, 2012) i brojnih patofizioloških stanja (Choo, 2011, John & Rougeulle, 2018).  

U brojnim studijama pokazano je da ključnu ulogu u određivanju sudbine 

matičnih ćelija ima represija razvojnih gena koji definišu specifične ćelijske tipove 

(Azuara et al., 2006, Cacci et al., 2017, Podobinska et al., 2017). Tokom procesa 

opredeljivanja matičnih ćelija ka neuralnim ćelijskim tipovima, pro-neuralni geni su 

aktivirani dok geni pluripotentnosti bivaju utišani (Pleasure et al., 1992, Przyborski et 

al., 2000, Przyborski et al., 2003, Deb-Rinker et al., 2005, Azuara et al., 2006, Wang et 

al., 2012, Cacci et al., 2017, Podobinska et al., 2017). Proces neurogeneze strogo je 

kontrolisan kooperativnim delovanjem kompleksnih epigenetičkih faktora koji 

uključuju modifikacije DNK, histonske markere i nekodirajuće RNK (pregledi dati u 

(Olynik & Rastegar, 2012, Qiao et al., 2016, Cacci et al., 2017, Podobinska et al., 2017, 

Gokbuget & Blelloch, 2019)). Na Slici 13 dat je shematski prikaz epigenetičkih 

modifikacija koje prate proces opredeljivanja embrionalnih matičnih ćelija ka neuralnim 

progenitorima. 
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Slika 13. Shematski prikaz epigenetičkih mehanizama regulacije neuralne 

diferencijacije embrionalnih matičnih ćelija. Histonske modifikacije, metilacija DNK 

i molekuli RNK uključeni su u procese regulacije ekspresije gena faktora 

pluripotentnosti i pro-neuralnih gena. EMĆ – embrionalne matične ćelije, miRNK – 

mikro RNK, lncRNK – duge nekodirajuće RNK. Preuzeto i izmenjeno iz Qiao (2015). 

1.11.1. Modifikacije molekula DNK   

 

Modifikacije molekula DNK od ključnog su značaja za genomski imprinting (Li 

et al., 1993), inaktivaciju X-hromozoma (Mohandas et al., 1981), regulaciju genske 

ekspresije (Suzuki & Bird, 2008, Delcuve et al., 2009) i održavanje epigenetičke 

memorije (Bird, 2002). Metilacija DNK (5mC) na 5' ugljenikovom atomu citozinskih 

ostataka u okviru CpG dinukleotida, je osnovni epigenetički mehanizam stabilnog 

utišavanja gena (Suzuki & Bird, 2008, Delcuve et al., 2009). Ostali DNK markeri, kao 

što su 5-hidroksimetilcitozin (5hmC), 5-formilcitozin (5fC) i 5-karboksilcitozin (5caC) 

predstavljaju međuprodukte demetilacije DNK koji korelišu sa transkripciono aktivnim 

stanjem molekula DNK (Qiao et al., 2016). 

U humanim somatskim ćelijama 5mC čini oko 70-80% svih CpG dinukleotida u 

genomu (Ehrlich et al., 1982). Genom kičmenjaka karakteriše prisustvo CpG ostrva, 

odnosno nemetilovanih GC-bogatih regiona koji se odlikuju velikom relativnom 

gustinom CpG dinukleotida i lokalizovani su na 5'-regulatornim regionima brojnih gena 
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(Bird, 1986). Kompjuterske analize humanog genoma daju predikicije o prisustvu 

29.000 CpG ostrva i oko 60% gena asociranih sa CpG ostrvima, od kojih je većina 

nemetilovana na svim stadijumima razvića i u svim tkivima, bez obzira na nivo 

ekspresije posmatranog gena (Antequera & Bird, 1993, Lander et al., 2001, Venter et 

al., 2001). Mali, ali značajan procenat CpG ostrva metilovan je tokom razvića, što za 

posledicu ima stabilnu represiju asociranog promotora (Jaenisch et al., 1982). Ova 

programirana metilacija uključena je u genomski imprinting i inaktivaciju X-

hromozoma i dešava se u germinativnim ćelijama ranog embriona (Jaenisch et al., 

1982). Postoje dokazi da se de novo metilacija dešava i u adultnim somatskim ćelijama 

tokom starenja ili u maligno transformisanim ćelijama (Antequera et al., 1990).  

Mehanizmi kojima metilacija citozina dovodi do utišavanja genske ekspresije su 

kompleksni. Pretpostavlja se da je vezivanje transkripcionih faktora za metilovanu DNK 

otežano usled strukturnih i konformacionih promena ovog regiona (Watt & Molloy, 

1988, Tate & Bird, 1993). Takođe, dolazi do direktnog vezivanja reprimirajućih 

proteinskih komplesa i MBD (eng. methyl-CpG-binding) proteina za metilovane 

citozine, što sprečava inicijaciju transkripcije (Hendrich & Bird, 1998, Wade, 2001, 

Zachariah & Rastegar, 2012). Prvi identifikovani član ove grupe faktora je MeCP2 (eng. 

methyl-CpG-binding protein 2) čije mutacije za posledicu imaju razvoj Retovog 

sindroma (Meehan et al., 1992, Amir et al., 1999). MeCP2 je jedarni protein 

eksprimiran u brojnim tkivima i ćelijskim tipovima, ali je njegova uloga prvenstveno 

vezana za sazrevanje neurona CNS-a i formiranje dendrita (Rastegar et al., 2009, 

Squillaro et al., 2012, Zachariah & Rastegar, 2012). MeCP2 je uključen u brojne 

ćelijske procese, sa funkcijom aktivatora ili represora, zavisno od proteinskih partnera, 

kao što su HDAC1 (eng. Histone Deacetylase 1), HDAC2 (eng. Histone Deacetylase 2), 

mSin3A (eng. SIN3 transcription regulator family member A), CoREST (eng. Ret1 

silencing transcription factor corepressor) (Jones et al., 1998, Nan et al., 1998, Ballas 

& Mandel, 2005, Chahrour et al., 2008). Metilacija DNK ostvaruje se aktivnošću 

enzima DNK metiltransferaza (DNMT, eng. DNA methyltransferase) (Okano et al., 

1999). Do sada su poznata 3 tipa ovih enzima: DNMT1, koja održava obrazac metilacije 

DNK kroz mitotičke deobe; DNMT2, sa slabom metiltransferaznom aktivnošću; 

DNMT3a i DNMT3b, uključene u de novo metilaciju koja se odvija dodavanjem metil 

grupa na prethodno nemetilovanu DNK (Okano et al., 1999, Bestor, 2000, Delcuve et 

al., 2009, Zachariah & Rastegar, 2012). Delecija Dnmt1 ili Dnmt3a/3b za posledicu ima 

ranu smrtnost embriona, što ukazuje na esencijalnu ulogu ovih enzima u procesima 

razvića (Okano et al., 1999). DNMT3a/3b su neophodne za održanje pluripotentnosti 

embrionalnih matičnih ćelija koja se ostvaruje uspostavljanjem obrazaca metilacije 

specifičnih za matične ćelije (Azuara et al., 2006, Kobayashi & Kikyo, 2015), kao i za 

neuralnu diferencijaciju ovih ćelija koja je omogućena metilacijom gena faktora 

pluripotentnosti (Li et al., 2007). 

Demetilacija DNK, koja je katalizovana TET (eng. Ten-eleven translocation) 

proteinima (TET1, TET2 i TET3) čiji je prvi korak konverzija 5mC u 5hmC, 

esencijalna je za opredeljivanje pluripotentnih ka neuralnim tipovima ćelija. Pokazano 

je da su 5hmC i TET1 prisutni na bivalentno obeleženim promotorima u embrionalnim 

matičnim ćelijama (Dawlaty et al., 2011, Xu et al., 2011), kao i da TET1 reguliše 

specifikaciju neuralnih ćelija i promoviše aktivnu demetilaciju DNK u adultnom mozgu 

i embrionalnim matičnim ćelijama miša (Guo et al., 2011, Koh et al., 2011, Xu et al., 

2011). Takođe, globalna tranzicija iz „5mC bogatih“ embrionalnih matičnih ćelija u 

“5hmC bogate“ neuralne progenitore detektovana je tokom procesa neuralne 



31 

 

diferencijacije humanih embrionalnih matičnih ćelija, i TET proteinima posredovano 

generisanje 5hmC je važan mehanizam aktivacije specifičnih neuralnih markera (Qiao, 

Wang, Wang, et al., 2015). Članovi TET proteinske familije eksprimirani su tkivno-

specifično i za regulaciju ciljnih gena neophodna je njihova interakcija sa specifičnim 

partnerima (Xu et al., 2012, Yu et al., 2013, Perera et al., 2015). Na nivou hromatina 

dolazi do složenih interakcija između DNK markera i histonskih modifikacija koje 

rezultuju izmenama u epigenetičkom pejzažu matičnih ćelija tokom procesa njihovog 

opredeljivanja (Delcuve et al., 2009, Olynik & Rastegar, 2012).  

Značajna uloga metilacije DNK jeste označavanje seta aktivnih promotora u 

embrionu, koji se potencijalno mogu reaktivirati tokom razvića i u adultnim 

organizmima (Boyes & Bird, 1992). Istovremeno, regulatorni regioni neaktivni u 

embrionu bivaju metilovani i njihov reprimiran status se održava tokom procesa razvića 

(Boyes & Bird, 1992). Nivo represije može biti slab ili jak, što zavisi od stepena 

metilacije DNK (Boyes & Bird, 1992). CpG ostrva koja su tokom embriogeneze utišana 

drugim mehanizmima takođe stiču visok stepen metilacije DNK, što rezultuje 

ireverzibilnim utišavanjem genske ekspresije (Boyes & Bird, 1992). Međutim, kada je 

stepen metilacije CpG ostrva nizak, kao što je slučaj u većem delu genoma, represija je 

najčešće slaba i može biti prevaziđena u prisustvu jakih aktivatora (Bird, 2002).  

Jedan od važnih laboratorijskih pristupa kojima se prevazilazi metilacija DNK 

jeste upotreba demetilacionih agenasa, od kojih su najčešće korišćeni analozi 

nukleozida citozina -5-azacitidin (5-azaC) i 5-aza-2'-deoksicitidin (5-aza-2'-dC). 5-azaC 

se dugi niz godina koristi kao hemoterapeutik u akutnoj mijeloidnoj leukemiji (Sorm et 

al., 1964, Cihak, 1974), dok je svoju primenu kao demetilujući agens našao i u brojnim 

in vitro studijama. Produkti metabolizma 5-azaC bivaju ugrađeni u molekul DNK i kao 

azaCG dinukleotidi prepoznati od strane enzima DNMT (Taylor & Jones, 1982, Santi et 

al., 1984). Kovalentna veza koja nastaje između DNMT i DNK blokira rad enzima, a 

istovremeno predstavlja signal za degradaciju zarobljene DNMT što za posledicu ima 

smanjen stepen metilacije DNK (Taylor & Jones, 1982, Santi et al., 1984). Brojne 

studije pokazuju da 5-azaC i njegovi derivati mogu biti korišćeni za in vitro 

diferencijaciju ćelija (Musch et al., 2010, Qian et al., 2012). U studiji Qian Q.i 

saradnika pokazano je da 5-azaC indukuje diferencijaciju mezenhimskih matičnih ćelija 

u kardiomiocite mehanizmom koji uključuje aktivaciju ERK kinaze (eng. extracellular 

signal-regulated kinases) ( (Qian et al., 2012). Takođe, pokazano je da tretman NT2/D1 

ćelija drugim analogom citidina, 2'-deoksi-5-azacitidinom, aktivira neuralnu 

diferencijaciju kaspaza-zavisnom degradacijom faktora pluripotentnosti (Musch et al., 

2010). 

Poslednjih godina metilacija DNK nalazi se u fokusu brojnih istraživačkih grupa 

koje analiziraju proces reprogramiranja diferenciranih ćelija do indukovanih 

pluripotentnih matičnih ćelija. Kako je pokazano, u procesu reprogramiranja somatskih 

ćelija dolazi do „brisanja“ epigenetičkih markera tipičnih za diferencirane ćelije i 

uspostavljanja „epigenetičkog pejzaža“ nalik onom koji karakteriše embrionalne 

matične ćelije (Mikkelsen et al., 2008). Međutim, rezultati brojnih studija ukazali su na 

postojanje značajnih razlika u epigenomima indukovanih pluripotentnih matičnih ćelija 

i embrionalnih matičnih ćelija (Deng et al., 2009, Kim et al., 2010, Bock et al., 2011, 

Lister et al., 2011, van den Hurk et al., 2016), pri čemu se najznačajnije razlike 

uočavaju na nivou metilacije DNK i nastaju ili kao posledica nepotpune demetilacije 

genoma somatske ćelije ili procesom de novo metilacije koja rezultuje pojavom 

aberantno metilovanih genskih lokusa (Mikkelsen et al., 2008). Utvrđeno je da se 
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inhibicijom DNMT korišćenjem 5-azaC parcijalno reprogramirane ćelije mogu brzo i 

efikasno konvertovati u indukovane pluripotentne matične ćelije, što sugeriše da 

nedovoljan stepen demetilacije, ili pak postojanje de novo metilacije na genima 

faktorima pluripotentnosti predstavljaju barijeru u procesu reprogramiranja (Mikkelsen 

et al., 2008). Još jedan od problema koji otežava generisanje indukovanih pluripotentnih 

matičnih ćelija je rezidualna aktivnost gena uključenih u diferencijaciju somatskih 

ćelija, koja je uzrokovana nepotpunom metilacijom promotora (Lister et al., 2011, Ohi 

et al., 2011). Ovakva epigenetička memorija rezultujućih indukovanih pluripotentnih 

matičnih ćelija favorizuje njihovu diferencijaciju ka ćelijskim linijama poreklom od 

donorskog tkiva, dok se kapacitet za opredeljivanje ka drugim ćelijskim linijama 

značajno smanjuje (Kim et al., 2010, Polo et al., 2010). U cilju prevazilaženja 

epigenetičke barijere i efikasnijeg generisanja indukovanih pluripipotentnih matičnih 

ćelija neophodno je pre svega rasvetliti dinamiku izmena epigenetičkih markera na 

genima faktorima pluripotentnosti i genima odgovornim za ćelijsko opredeljivanje i 

diferencijaciju, kao i mehanizme kojima se ova dinamika reguliše. Poznavanje ovih 

procesa doprinelo bi razvoju strategija za reprogramiranje somatskih ćelija do stabilnih 

indukovanih pluripotentnih matičnih ćelija, što bi potencijalno rezultovalo upotrebom 

ove tehnologije u biomedicinskim istraživanjima i kliničkoj praksi (Liu et al., 2020). 

  

1.11.2. Histonske modifikacije 

 

Epigenetička informacija zapisana je u strukturi hromatina, koji predstavlja 

kompleks DNK i DNK-vezanih histona (Delcuve et al., 2009, Olynik & Rastegar, 

2012). Osnovna gradivna i funkcionalna jedinica hromatina je nukleozom, sačinjen od 

146 bp duge DNK obmotane oko histonskog oktamera (Kornberg, 1974). Ovaj oktamer 

čine 2 histona 3 (H3) i 2 histona 4 (H4), koji formiraju tetramer, i 2 dimera histona 2A 

(H2A) i 2B (H2B). Nukleozomi su povezani tzv. linker DNK vezanom za histon 1 (H1), 

formirajući strukturu sličnu perlama na žici (Olins & Olins, 1974). Viši nivoi 

organizacije hromatina podrazumevaju pakovanje nukleozoma u vlakna dijametra 10-30 

nm, zavisno od kompaktnosti hromatina (Fussner et al., 2010). Finalno, hromozomi su 

načinjeni od hromatinskih vlakana i njima pridruženih proteina, čime je omogućena 

kondenzacija i relaksacija hromatina (Bassett et al., 2009, Fussner et al., 2010). 

Kompaktnost hromatina od presudnog je značaja za dostupnost molekula DNK 

transkripcionim faktorima, te se relaksirani euhromatin dovodi u vezu sa eksprimiranim 

delovima genoma, dok je čvrsto pakovani heterohromatin karakterističan za 

transkripciono neaktivne gene (Horvath et al., 2001, Bassett et al., 2009). Sredinskim 

faktorima indukovane izmene u histonskim markerima i molekulu DNK omogućavaju 

tranziciju između otvorenog i zatvorenog hromatina, čineći ga izuzetno dinamičnom 

strukturom (Bannister & Kouzarides, 2011). 

Plastičnost hromatina omogućena je postojanjem histonskih varijanti, post-

translacionih histonskih modifikacija i delovanjem nekodirajućih molekula RNK 

(Delcuve et al., 2009, Olynik & Rastegar, 2012). Za sve histone, sa izuzetkom H4, 

identifikovane su histonske varijante koje strukturno i funkcionalno utiču na jedarni 

hromatin (Talbert & Henikoff, 2010). Ove histonske varijante eksprimirane su ili u S 

fazi DNK replikacije (H3.1 i H2A.1) ili u drugim fazama ćelijskog ciklusa (H2AZ i 

H3.3) (Mizuguchi et al., 2004, Boulard et al., 2007, Elsaesser et al., 2010, Goldberg et 

al., 2010, Szenker et al., 2011). Epigenetička informacija se dodatno usložnjava 
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postojanjem post-translacionih kovalentnih modifikacija (PTM) histonskih proteina, 

koje uključuju acetilaciju, metilaciju, fosforilaciju, ubikvitinaciju, sumoilaciju i ADP-

ribozilaciju (pregled dat u (Kouzarides, 2007)). Histonske PTM najčešće se nalaze na 

N-terminalnim repovima histona, ali retko se mogu naći i na a.k. ostacima u jezgru 

histonskih proteina (Delcuve et al., 2009, Barber & Rastegar, 2010), kao što je slučaj 

kod H3K56 acetilacije (Tjeertes et al., 2009) i H3Y41 fosforilacije (Dawson et al., 

2009). Proteini epigenetičke „mašinerije“ uključuju „pisače“, koji vrše depoziciju 

kovalentnih grupa, „brisače“, koji uklanjaju pomenute grupe, i „čitače“ koji vrše 

interpretaciju deponovanih markera i posreduju ili olakšavaju prevođenje ovih oznaka u 

„jezik“ transkripcije (Delcuve et al., 2009). Efekat PTM, zavisno od njihovog broja i 

tipa a.k. na kojoj se nalaze, može biti čvršća interakcija između histona i DNK, koja za 

ishod ima represiju transkripcione aktivnosti, ili slabljenje ovih interakcija, što rezultuje 

ogoljavanjem DNK kojoj RNK Polimeraza i elementi transkripcione mašinerije 

olakšano pristupaju (pregledi dati u (Jenuwein & Allis, 2001, Delcuve et al., 2009)). 

Dodavanje acetil grupa lizinu 9 (K9) i 14 (K14) na H3, i lizinu 16 (K16) na H4 vrše 

enzimi K-histon acetiltransferaze (KAT) (Roth et al., 2001), a njihovo uklanjanje 

dešava se aktivnošću enzima histonskih deacetilaza (HDAC) (Zhang et al., 2002, de 

Ruijter et al., 2003). Pozitivno naelektrisani lizinski ostaci stupaju u čvrste interakcije sa 

negativno naelektrisanim molekulom DNK, povećavajući kompaktnost nukleozoma 

(Delcuve et al., 2009). Kovalentno vezivanje acetil grupa eliminiše pozitivnu šaržu 

lizina, kontakti između histona i DNK se relaksiraju, što rezultuje otvorenom 

hromatinskom strukturom i dostupnošću datog genomskog lokusa faktorima koji 

indukuju transkripcionu aktivaciju (Tse et al., 1998, Wang et al., 2001). Fosforilacija 

histona se najčešće odigrava dodavanjem negativno naelektrisane fosfatne grupe na 

hidroksilnu grupu serina (S) ili treonina (T), čime se hromatin dekondenzuje (Rossetto 

et al., 2012). Primer ove modifikacije je H3S10 fosforilacija koja je asocirana sa 

inicijacijom transkripcije brojnih gena (Chadee et al., 1999). Metilacija histona 

katalizovana je lizin metiltransferazama (KMT), i odigrava se na lizinskim (K) i 

argininskim (R) reziduama histona (Delcuve et al., 2009). U zavisnosti od stepena 

metilacije i tipa a.k. koja biva metilovana, ishod modifikacije je različit. H3K4me3 

markira aktivne gene, dok H3K9me3 i H3K27me3 označavaju heterohromatinske 

regione (Delcuve et al., 2009). Takođe, na lizinskim ostacima histona H2A (K119) i 

H2B (K120) detektovana je ubikvitinacija, koja održava hromatin u otvorenom stanju 

(Delcuve et al., 2009, Calvanese & Fraga, 2012). Na N-terminusima histona 

detektovano je prisustvo sumoilovanih i ADP-ribozilovanih rezidua, koji su takođe 

uključeni u regulaciju genske transkripcije (Delcuve et al., 2009). 

Sve deponovane histonske modifikacije formiraju histonski kod, čija je važna 

osobina dinamičnost (Strahl & Allis, 2000, Jenuwein & Allis, 2001). Prisustvo jedne 

modifikacije na nekoj a.k. rezidui onemogućava depoziciju druge hemijske grupe na 

istoj poziciji (Strahl & Allis, 2000, Jenuwein & Allis, 2001). Takođe, modifikacija 

jedne a.k. može uticati na označavanje druge a.k. istom ili različitom hemijskom 

grupom, čime se histonski kod usložnjava (Strahl & Allis, 2000, Jenuwein & Allis, 

2001). Pored komunikacije između samih histonskih PTM, ovi markeri interaguju sa 

hemijskim grupama na molekulu DNK (5mC i 5hMC), na taj način diktirajući stepen 

transkripcione aktivnosti genskog lokusa (Delcuve et al., 2009). 

U embrionalnim matičnim ćelijama, visoko aktivni geni odgovorni za 

održavanje pluripotentnosti obeleženi su aktivirajućim histonskim markerima, kao što je 

H3K9ac i H3K27ac (Qiao, Wang, Yang, et al., 2015, Ziller et al., 2015, Bhanu et al., 
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2016, Festuccia et al., 2017, De Clerck et al., 2019). PcG grupa proteina ima 

esencijalnu ulogu u uspostavljaju bivalentnih hromatinskih domena koji reprimiraju 

gene ključne za razviće i održavaju pluripotentnost matičnih ćelija (Mikkelsen et al., 

2007, Coskun et al., 2012, Festuccia et al., 2017). Ovi bivalentni geni, među kojima su 

Sox1, Ngn2 (eng. Neurogenin 2), Pax6 i Ascl1 (eng. Achaete-scute homolog 1), 

obeleženi su kombinacijom inhibitornih H3K27me3 i aktivirajućih H3K4me3 markera, i 

spremni su za aktivaciju nakon pojave odgovarajućeg signala (Azuara et al., 2006, 

Bernstein et al., 2006, Boyer et al., 2006, Festuccia et al., 2017). Tokom neuralne 

diferencijacije embrionalnih matičnih ćelija, ne-neuralni geni postaju nedostupni 

transkripcionim faktorima usled gubitka aktivirajućih histonskih oznaka, kao što je 

H3K9ac (Qiao, Wang, Yang, et al., 2015), odnosno postaju utišani u neuralnim 

progenitorima. Sa druge strane, bivalentno obeleženi pro-neuralni geni bivaju meta 

histonskih modifikatora čijom aktivnošću bivalentna struktura postaje H3K27me3-

/H3K4me3+, što rezultuje aktivacijom ovih gena (Mikkelsen et al., 2007) i 

promovisanjem neuralne diferencijacije. Histonske demetilaze (KDM6B, KDM7A, 

LSD1) (Hirabayashi & Gotoh, 2010, Huang et al., 2010) i metiltransferaze (Ezh2 i G9a) 

(Tachibana et al., 2002, Lee et al., 2007) od ključnog su značaja za ranu embriogenezu i 

proces neuralne diferencijacije. Takođe, deacetilacija genoma posredovana HDAC 

enzimima neohodna je za transkripcionu represiju u ranim fazama neuralne 

diferencijacije (Ware et al., 2009). Inhibicija HDAC aktivnosti primenom valproične 

kiseline i trihostatina A rezultuje održavanjem pluripotentnosti i koristi se u generisanju 

indukovanih pluripotentnih matičnih ćelija (Ware et al., 2009).  

 

1.11.3. Nekodirajući molekuli RNK  

 

Kompleksnost epigenoma dodatno je naglašena postojanjem nekodirajućih 

molekula RNK (ncRNK, eng. noncoding RNA), koji se dele u dve grupe. U grupu 

kratkih (<200 nt) nekodirajućih RNK spadaju miRNK (eng. microRNA), siRNK (eng. 

short intefering RNA) i piRNK (eng. piwiRNA) dok su duge nekodirajuće RNK 

(lncRNK, eng. long noncoding RNA) dužine preko 200 nt (Peschansky & Wahlestedt, 

2014, Hombach & Kretz, 2016)  

U grupu lncRNK spadaju molekuli izrazito male konzerviranosti koji su veoma 

različiti po svojoj strukturi, funkciji i poreklu (Ulitsky et al., 2011, Dahariya et al., 

2019). Ove RNK često su transkribovane sa protein-kodirajućih sekvenci, ali je 

pokazano da su neke grupe transkribovane sa intronskih sekvenci, transpozabilnih 

elemenata ili intergenskih regiona (Louro et al., 2008, Kapusta et al., 2013). lncRNK 

imaju 5'-metilguanozin kapu, 3'-polyA-rep i podležu splajsovanju (Mercer & Mattick, 

2013). U CNS-u, lncRNK su uključene u procese neurogeneze, homeostaze, ćelijskog 

odgovora na stres i regulaciju plastičnosti sinapsi (Qureshi et al., 2010). Jedan od 

mehanizama kontrole procesa neurogeneze predstavlja formiranje kompleksa između 

lncRNK i transkripcionih faktora na promotorskim regionima gena faktora neurogeneze 

(Ng et al., 2013). Pokazano je da lncRNK RMST (rhabdomyosarcoma 2-associated 

transcript) u kompleksu sa SOX2 reguliše ekspresiju gena faktora neurogeneze i da 

utišavanje ekspresije RMST smanjuje efikasnost vezivanja proteina SOX2 za 

regulatorne regione ovih gena i smanjuje njihovu transkripcionu aktivnost (Ng et al., 

2013). Takođe, lncRNK u interakciji sa RNK-vezujućim proteinima regulišu ekspresiju 

faktora pluripotentnosti, kako je pokazano na primeru TUNA lncRNK (Tcl1 Neuron 
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Associated LincRNA), koja je uključena u regulaciju ekspresije gena Nanog, Sox2 i Fgf4 

(Lin et al., 2014). Drugi mehanizmi kojima lncRNK ostvaruju svoje funkcije 

podrazumevaju interakcije sa komponentama signalnih puteva (Winzi et al., 2018), 

degradaciju miRNK i RNK-vezujućih proteina (Hansen et al., 2013, Memczak et al., 

2013) i remodelovanje hromatina (Bond et al., 2009, Ng et al., 2012, Chalei et al., 

2014). Pokazano je da lncRNK mogu interagovati sa DNMT1 (Ng et al., 2012), 

MeCPB2 (Bond et al., 2009) i komponentama PRC2 kompleksa (Ng et al., 2012), čime 

se kroz izmenu metilacionog statusa ili regrutovanje hromatinskih modifikatora 

ostvaruje regulacija ekspresije gena neophodnih za održavanje procesa pluripotentnosti i 

neuralne diferencijacije (Peschansky & Wahlestedt, 2014). 

Uloge malih nekodirajućih molekula RNK u procesima regulacije genske 

ekspresije podrazumevaju kontrolu transkripcije ili stabilnosti iRNK, a deo svojih 

funkcija ostvaruju interakcijom sa drugim epigenetičkim faktorima (Peschansky & 

Wahlestedt, 2014). Najbolje proučene su miRNK, duge 20-23 nukleotida koje najčešće 

prepoznaju ciljnu iRNK zahvaljujući komplementarnosti sa njenim 3'-UTR 

(netranslatirajuća sekvenca, eng. untranslated region) regionom (Bartel, 2009, Fabian & 

Sonenberg, 2012), ređe 5'-UTR regionom (Zhou et al., 2009). Vezivanje miRNK za 

UTR region ciljne iRNK aktivira miRNK-indukovani utišavajući kompleks (miRSC, 

eng. miRNA-induced silencing complex) preko kog miRNK deluje kao represor genske 

ekspresije blokiranjem translacije ili indukcijom degradacije ciljne iRNK (Fabian & 

Sonenberg, 2012). Ovaj proces odvija se aktivnošću endoribonukleaze Dicer, koja iseca 

dvolančane molekule RNK, i takodje je uključena u nastanak siRNK (Watanabe et al., 

2008). Mehanizmi regulacije genske ekspresije putem siRNK takođe podrazumevaju 

inhibiciju translacije i/ili degradaciju ciljne iRNK, ali, za razliku od miRNK, za čiju je 

aktivnost neophodna komplementarnost u sekvenci dužine 2-7 nukleotida, siRNK 

zahtevaju veću komplementarnost sekvence sa ciljnom iRNK (Okamura et al., 2008). 

Poslednja klasa malih nekodirajućih molekula RNK, piRNK, je Dicer-nezavisna grupa 

shRNK molekula koji formiraju komplekse sa piwi podklasom Argonaut proteina i 

utišavaju transpozone i druge transkripte prepisane sa repetitivnih sekvenci (Siomi et 

al., 2011). 

Pored pomenutih mehanizama delovanja miRNK, pokazana je i njihova 

interakcija sa drugim komponentama epigenetičke “mašinerije“ (pregled u (Peschansky 

& Wahlestedt, 2014)). Naime, literaturni podaci ukazuju da se određene miRNK 

transkribuju sa ciljnih gena PRC2 kompleksa, a zatim ovaj kompleks stabilizuju u 

blizini starta transkripcije, što za posledicu ima represiju transkripcije pomenutih gena 

(Kanhere et al., 2010). Takođe, ekspresija samih komponenti PRC kompleksa 

regulisana je preko miRNK, što je od ključnog značaja za formiranje heterohromatina i 

njegovo održavanje tokom sukcesivnih ćelijskih deoba (Hall et al., 2002), kao i za 

procese ćelijske diferencijacije (Juan et al., 2009) i onkogeneze (Sander et al., 2008, 

Varambally et al., 2008). U brojnim studijama pokazano je da neke od miRNK 

aktiviraju ekspresiju ciljnih gena putem demetilacije njihovih regulatornih regiona. Ovu 

funkciju miRNK ostvaruju interakcijom sa DNMT1 i DNMT3 (Fabbri et al., 2007, 

Garzon et al., 2009), kao i sa proteinima modifikatorima hromatina, kako je pokazano u 

in vitro i in vivo eksperimentima (Lagos et al., 2010, Alvarez-Saavedra et al., 2011, 

Humphries et al., 2019). Pomenuti rezultati ukazuju na kompleksnost epigenoma, koja 

se odslikava kroz interakciju i međuzavisnost različitih epigenetičkih faktora, što 

omogućava finu kontrolu genske ekspresije. 
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2. CILJEVI RADA 

Geni SOX1 i SOX3 zajedno sa genima faktorima pluripotentnosti (SOX2, OCT4 i 

NANOG) stupaju u kompleksne interakcije kojima se regulišu procesi održavanja 

pluripotentnosti, ćelijskog opredeljivanja i diferencijacije, što je od ključnog značaja za 

pravilan tok neuralne diferencijacije. Precizna kontrola ekspresije pomenutih gena u 

toku procesa neurogeneze ostvaruje se na više nivoa, transkripcionim regulatorima i 

signalnim putevima, kao i epigenetičkim mehanizmima. Osnovni cilj ove doktorske 

disertacije predstavlja rasvetljavanje uloge metilacije DNK i histonskih modifikacija u 

regulaciji ekspresije gena SOX1 i SOX3 i gena faktora pluripotentnosti (SOX2, OCT4 i 

NANOG) tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija.  

U svrhu realizacije navedenog cilja istraživanja definisani su sledeći specifični ciljevi: 

1. Ispitati ekspresione profile gena SOX3 i SOX1 i gena faktora pluripotentnosti 

(SOX2, OCT4 i NANOG) tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

2. Ispitati metilacioni status promotorskih regiona humanih gena SOX1 i SOX3 tokom 

ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija. Ispitati profile odabranih 

histonskih modifikacija deponovanih na različitim regionima humanog gena SOX3, 

kao i na genima SOX2, SOX1, OCT4 i NANOG tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija in vitro 

3. In silico analizom ispitati profile odabranih histonskih modifikacija na humanim 

genima SOX3 i SOX1 i genima faktorima pluripotentnosti (SOX2, OCT4 i 

NANOG)u H1 ćelijskoj liniji humanih embrionalnih matičnih ćelija i neuralnim 

progenitorima poreklom od H1 ćelijske linije 
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3. MATERIJAL I METODE 

3.1. EKSPERIMENTALNI MATERIJAL 

3.1.1. NT2/D1 ćelijska linija 

 

U ovom radu korišćena je permanentna ćelijska linija humanog testikularnog 

karcinoma NT2/D1 dobijena ljubaznošću Prof Peter W. Andrews-a, University of 

Sheffield,. Sheffield, UK. (Andrews, 1984, Andrews et al., 1984, Andrews, 1988). 

NT2/D1 ćelije gajene su u DMEM-u (eng. Dulbecco's Modified Eagle Medium) sa 

visokim sadržajem glukoze (4.5 g/l) (Invitrogen™, NY, USA), 10% FBS-a (eng. Fetal 

Bovine Serum) (Invitrogen™, NY, USA) i 2mM L-glutaminom (Invitrogen™, NY, 

USA) na 37°C i 10% CO2 (Andrews, 1984). 

U eksperimentima praćenja ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelije su 

gajene u medijumu sa 10 μM all-trans retinoičnom kiselinom (Sigma-Aldrich, MO, 

USA) u periodu od 2, 4 i 7 dana.  

U eksperimentima praćenja efekta 5-azacitidina (5-azaC, Acros Organics, USA) 

na ekspresiju odabranih gena NT2/D1 ćelije su gajene 24h u medijumu sa 1 μmol/L 5-

azaC. 

3.1.2. Antitela korišćena u ovom radu 

 

Tabela 2. Primarna antitela korišćena u Western blot (WB) i 

imunocitohemijskoj (ICH) analizi 

Antitelo Proizvođač i šifra korišćeno razblaženje 

Zečje anti-SOX3 Abcam, Cambridge, UK; 

ab42471 

1:2000 za WB 

Zečje anti-SOX2 Active Motif, La Hulpe, 

Belgium; 39824 

1:3000 za WB 

Zečje anti-OCT4A Cell Signaling, 

Technology Denvers, 

MA, USA; 2840 

1:1000 za WB i 1:100 

za ICH 

Zečje anti-kaspaza-3(dobijeno 

ljubaznošću dr Nataše Anastasov 

(Helmholtz Zentrum München, 

Minhen, Nemačka) 

Cell Signaling, 

Technology Denvers, 

MA, USA; 9662 

1:1000 za WB 

Zečje anti- NANOG Abcam, Cambridge, UK; 

109250 

1:1000 za WB i 1:250 

za ICH 

Mišje anti-α-Tubulin Calbiochem, MA, USA; 

CP06  

1:30000 za WB 

Mišje anti-GAPDH Abcam, Cambridge, UK; 

ab9484 

1:5000 za WB 

Mišje anti- Oct3/4 Santa Cruz 

Biotechnology, Texas, 

USA; sc-5279 

1:100 za ICH 
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Tabela 3. Sekundarna antitela korišćena u Western blot (WB) i 

imunocitohemijskoj (ICH) analizi 

Antitelo Proizvođač korišćeno razblaženje 

HRP-konjugovano anti-zečji-IgG Amersham Biosciences, 

NJ, USA 

1:10000 za WB 

HRP-konjugovano anti-mišji IgG Amersham Biosciences, 

NJ, USA 

1:10000 za WB 

HRP-konjugovano anti-zečji-IgG Active motif, CA, USA 1:5000 za WB 

HRP-konjugovano anti-mišji-IgG Active motif, CA, USA 1:5000 za WB 

Alexa Fluor 594- biotinilizovana 

kozja anti-zečja IgG 

Vector, Burlingame, CA, 

USA 

1:5000 za ICH 

DyLight 488 streptavidin Vector, Burlingame, CA, 

USA 

1:1000 za ICH 

 

Tabela 4. Antitela korišćena u eksperimentima hromatinske 

imunoprecipitacije (ChIP) 

Antitelo Proizvođač i šifra 

Zečje anti-H3K4me3 Active motif, CA, USA; 39159 

Zečje anti-H3K79me2 Abcam, Cambridge, UK; 3594 

Zečje anti-H2BK16ac Active Motif, CA, USA; 39121 

Zečje anti-H2BK120ac Active Motif, CA, USA; 39119 

Zečje anti-H2BK5ac Active Motif, CA, USA; 39123 

Zečje anti-H3 Abcam, Cambridge, UK; 1791 

Zečje anti-H2B Abcam, Cambridge, UK; 1790 

Mišje anti-Flag Sigma Aldrich, MO, USA; F3165 

 

3.1.3. Oligonukleotidi korišćeni u ovom radu 

 

Oligonukleotidi su u ovom radu korišćeni u reakcijama lančanog polimeraznog 

umnožavanja (PCR), PCR reakcijama specifičnim za metilacioni status DNK (eng. 

MSP, methylation-specific PCR), reakcijama semi-kvantitativnog PCR-a kojima je 

prethodila reverzna transkripcija (qRT-PCR ), kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu 

(qPCR) i sekvenciranja. 
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Tabela 5. Oligonukleotidi korišćeni u radu 

Naziv Sekvenca 

Oligonukleotidi korišćeni u MSP reakcijama za humane gene SOX1 i SOX3 

SOX3 MSPM F 5'-GTAGATTGTGAATGCGATTTGTTC-3' 

SOX3 MSPM R 5'-GATAAAAAAACCCTAAAACTCCGTC-3' 

SOX3 MSPU F 5'-GGTAGATTGTGAATGTGATTTGTTT-3' 

SOX3 MSPU R 5'-ACAATAAAAAAACCCTAAAACTCCAT-3' 

SOX1 MSPM F 5'-AATTTTTTATTTGCGAGTCGAATC-3' 

SOX1 MSPM R 5'-AAAAACCTAAAACATAAACGACCG-3' 

SOX1 MSPU F 5'-GAAATTTTTTATTTGTGAGTTGAATTG-3' 

SOX1 MSPU R 5'-AAAACCTAAAACATAAACAACCAAA-3' 

Oligonukleotidi korišćeni za umnožavanje bisulfitno konvertovanog CpG 

ostrvca u promotoru humanog gena SOX3  

MetSOX3 F2 5’-AAGGGGTTTAGTTAGAGTTTA-3’ 

MetSOX3 R2 5’-AATCTCCAAAAAACTATACAT-3’ 

Oligonukleotidi korišćeni za pirosekvenciranje PCR produkta dobijenog 

umnožavanjem bisulfitno konvertovanog CpG ostrvca u promotoru humanog 

gena SOX3  

SEQ3 5’-TTTAGGTAGATTGTGAATG-3’ 

SEQ4             5’-TTGGTTTATAGGTTTTTAAG-3’ 

Oligonukleotidi korišćeni u semikvantitativnim RT-PCR reakcijama 

SOX1 F 5’-GCACCACTACGACTTAGTCCG-3’ 

SOX1 R 5’-AGACCTAGATGCCAACAATTGG-3’ 

Oligonukleotidi korišćeni u qPCR reakcijama 

SOX3 new F 5’-GGGGAGGGCTGAAAGTTTTG-3’ 

SOX3 new R 5’-ACACAGCGATTCCCAGCCTA-3’ 

SOX2 F695 5’-CCCCTGGCATGGCTCTTGGC-3’ 

SOX2 R845 5’-TCGGCGCCGGGGAGATACAT-3’ 

GAPDH F 5’-GGACCTGACCTGCCGTCTAG-3’ 

GAPDH R 5’-CCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’ 

SOX3 up R 5’-GCAGTCCTGAAGCCTGTCTC-3’ 
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SOX3 up F 5’-GCGTCTCCAAGAAGCTCTCC-3’ 

ChipSOX3F 5’-AGGGCTCCCCGAACTTTT-3’ 

ChipSOX3R 5’-GCTGGGCCCCTTATATACCT-3’ 

SOX3 down F 5’-TGGAGAACCCCAAGATGCAC-3’ 

SOX3 down R 5’-CTTGGCCTCGTCGATGAATG-3’ 

SOX1 prom F 5’-ACCCCTCCCCATTCTTCTCT-3’ 

SOX1 prom R 5’-CAGGTCGGTCTCCATCATCA-3’ 

SOX2 prom F 5’-GCCCCCTTTCATGCAAAACC-3’ 

SOX2 prom R 5’-CTCTGCCTTGACAACTCCTG-3’ 

Chip OCT F 5’-GGTTTTCCCCTTCCACAGAC-3’ 

Chip OCT R 5’-GGGACTACTCAACCCCTCTCT-3’ 

Chip Nanog F 5’-TCCCCACCTAGTCTGGGTTAC-3’ 

Chip Nanog R 5’-AGGCAACCAGCTCAGTCCAG-3’ 

 

3.1.4. Komercijalni kitovi 

 

Za natrijum-bisulfitnu konverziju genomske DNK izolovane iz neindukovanih i 

NT2/D1 ćelija čija je neuralna diferencijacija indukovana retinoičnom kiselinom 2, 4 i 7 

dana korišćen je DNA Methylation-LightningTM Kit (Zymo Research Corporation, CA, 

USA). Za direktnu natrijum-bisulfitnu konverziju koja je prethodila MSP reakcijama 

korišćen je DNA Methylation-DirectTM Kit (Zymo Research Corporation, CA, USA). 

Umnožavanje bisulfitno konvertovanog 2.CpG ostrvca u okviru promotora gena SOX3 

urađeno je kitom KAPA 2G Fast HotStart Ready mix (KAPA Biosystems, MA, USA). 

Totalna RNK za potrebe RT-PCR i qPCR reakcija izolovana je reagensom TRI reagent® 

(Ambion, Invitrogen, USA), a qPCR reakcije urađene su korišćenjem SYBR Green 

PCR master mix (Applied Biosystems, MA, USA). 

 

3.1.5. Kompjuterski programi i baze podataka 

 

Za dizajniranje oligonukleotida korišćenih u RT-PCR i qPCR analizama 

korišćen je program Primer3 (dostupan na http://bioinfo.ut.ee/primer3/). Za proveru 

oligonukleotidnih sekvenci korišćen je program In Silico PCR dostupan na 

http://genome.ucsc.edu (GRCh37/hg19). 

Za detekciju CpG ostrva u okviru promotora humanog gena SOX3 i dizajn 

oligonukleotida za MSP i bisulfitno pirosekvenciranje korišćen je program MethPrimer 

(Li & Dahiya, 2002). Za kvantifikaciju rezultata dobijenih u Western blot 

eksperimentima korišćen je kompjuterski program ImageJ (Schneider et al., 2012). 

http://genome.ucsc.edu/
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Za prikaz histonskih modifikacija na genima grupe SOXB1 i genima faktorima 

pluripotentnosti OCT4 i NANOG u humanim H1 embrionalnim matičnim ćelijama 

korišćen je UCSC pretraživač genoma i ENCODE podaci, pri čemu je odabrana 

GRCh37/hg19 verzija genoma (http://genome.ucsc.edu, ENCODE Consortium, Broad 

Institut i Bernstein Lab, Massachusetts General Hospital/Harvard Medical School, 

(Consortium, 2012)). GEO pristupni brojevi (eng. GEO accession numbers) za svaki od 

korišćenih setova podataka prikazani su u Tabeli 6. Za bioinformatičku analizu 

ekspresije SOXB1 gena i odabranih histonskih PTM na ovim genima u H1 liniji 

humanih embrionalnih matičnih ćelija i neuralnim progenitorima poreklom iz H1 ćelija 

korišćeni su podaci sa http://www.roadmapepigenomics.org/. Neobrađeni podaci su 

korišćenjem Galaxy platforme (Afgan et al., 2018) pretvoreni u bigwig format, i zatim 

vizuelizovani u UCSC pretraživaču genoma. 

 

Tabela 6. GEO pristupni brojevi ENCODE setova podataka korišćenih u 

radu  

Ispitivana histonska modifikacija GEO pristupni broj 

H2A.Z GSM1003579 

H3K4me1 GSM733782 

H3K4me2 GSM733670 

H3K4me3 GSM733657 

H3K9ac GSM733773 

H3K9me3 GSM1003585 

H3K27me3 GSM733748 

H3K36me3 GSM733725 

H3K79me2 GSM1003547 

H4K20me1 GSM733687 

 

3.2. EKSPERIMENTALNE METODE 

3.2.1. Izolacija ukupnih ćelijskih proteina 

 

U cilju analize ekspresije proteina od interesa izolovani su ukupni ćelijski 

proteini iz neindukovanih NT2/D1 ćelija kao i iz NT2/D1 ćelija tretiranih 10 μmol/L 

retinoičnom kiselinom u trajanju od 2, 4 i 7 dana, odnosno tretiranih 1 μmol/L 5-azaC u 

periodu od 24 sata. 

 Prikupljeni talozi ćelija resuspendovani su u odgovarajućoj zapremini (1 ml/107 

ćelija) pufera za lizu (50 mM TrisHCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 5 μg/ml 

PMSF, 1 μg/ml aprotinin, 1 μg/ml leupeptin, 1 μg/ml pepstatin A) i inkubirani na ledu 

30 minuta, a zatim centrifugirani u mikrofugi (Centrifuga 5417R, Eppendorf, Germany) 

http://genome.ucsc.edu/
http://www.roadmapepigenomics.org/
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15 min/11000 rpm/4⁰ C. Dobijeni supernatanti su prebacivani u nove tube i čuvani na -

80⁰C do upotrebe.  

 

3.2.2. Merenje koncentracije proteina po Bradfordu 

 

Koncentracija proteina je merena Bradford metodom (Bradford, 1976), koja se 

zasniva na kolorimetrijskom određivanju nepoznate koncentracije proteina u uzorku na 

osnovu standardne krive dobijene merenjem apsorbance standarda poznate 

koncentracije. Standardi za merenje koncentracije dobijeni su rastvaranjem BSA (eng. 

Bovin serum albumin) (Sigma-Aldrich, MO, USA) u ddH2O u sledećim 

koncentracijama: 1, 2, 4, 6, 8, 10 i 20 μg/ml. Uzorci su pripremljeni tako što je 1 μl 

ukupnog ćelijskog lizata rastvoreno u 799 μl ddH2O nakon čega je dodano 200 μl 

“BioRad Protein Assay Dye” reagensa (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA). 

Apsorbancija je merena na spektrofotometru na talasnoj dužini od 595 nm. 

 

3.2.3. Imunološka detekcija proteina (Western blot) 

 

Western blot je metoda koja se koristi za kvalitativnu i kvantitativnu analizu 

proteina (Liu et al., 2014). Proteini su elektroforetski razdvojeni u 10% denaturišućem 

poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) u odgovarajućem puferu (25 mM 

Tris, 190 mM glicin, 0.1% SDS u ddH2O) pri naponu od 90 V dok su uzorci putovali u 

gelu za koncentrovanje i naponu od 160 V dok su uzorci putovali u gelu za razdvajanje 

uzoraka. Proteini su iz gela prebačeni na PVDF membranu (Immobilone-P, Millipore, 

MA, USA) polusuvim elektrotransferom (Biometra GmbH, Germany) (Liu et al., 2014). 

Blokada nespecifičnog vezivanja vršena je inkubacijom membrane u 5% nemasnom 

mleku preko noći na 4°C. Membrane su inkubirane sa primarnim antitelom u 

razblaženju naznačenom u Tabeli 2, u trajanju od 1 h na sobnoj temperaturi ili preko 

noći na 4°C, u zavisnosti od korišćenog antitela. Membrane su potom isprane TBST 

puferom (50 mM Tris, 150 mM NaCl i 0,05% Tween 20), a zatim inkubirane 1 h sa 

odgovarajućim sekundarnim antitelom u razblaženju naznačenom u Tabeli 3, na sobnoj 

temperaturi. Nakon ponovnog ispiranja u TBST puferu, signali su vizuelizovani 

korišćenjem ECL sistema za detekciju proteina na membrani (Millipore, MA, USA). Za 

kontrolu količine proteina u svakom uzorku nanetom na gel korišćeni su proteini 

GAPDH ili α-Tubulin prilikom detekcije u Western blot analizi. 

 

3.2.4. Imunofluorescentna citohemijska analiza  

 

Imunofluorescentna citohemijska analiza zasnovana je na vezivanju specifičnih 

primarnih antitela za membranske, citosolne i nuklearne proteine, koji se vizuelizuju 

korišćenjem sekundarnog i/ili tercijernog antitela konjugovanog fluorohromom. Ova 

metoda omogućava detekciju ekspresije i lokalizacije proteina u ćelijama. 

NT2/D1 ćelije zasađene su na pokrovna stakla i gajene u odgovarajućim 

uslovima, u odsustvu retinoične kiseline ili tokom tretmana 2, 4 i 7 dana u prisustvu 10 

μmol/L retinoične kiseline, nakon čega su isprane PBS-om i fiksirane 4% 

paraformaldehidom (PFA) (Merck, NJ, USA) 20 min na sobnoj temperaturi. 
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Permeabilizacija ćelija urađena je tretmanom 0,1% Tritonom X-100 (Sigma Aldrich, 

MO, USA) u trajanju od 15 min, nakon čega je nespecifično vezivanje blokirano 

inkubacijom sa 10% normalnim kozjim serumom (Invitrogen™, NY, USA) i 1% BSA u 

PBS puferu u trajanju od 1 h na sobnoj temperaturi. Primarna antitela rastvarana su u 

1% BSA, 0,05% Tween 20 (Sigma-Aldrich MO, USA) u PBS puferu u odgovarajućim 

razblaženjima (Tabela 2), aplicirana na pokrovna stakla i inkubirana preko noći na 4°C. 

Narednog dana pokrovna stakla su isprana 3 puta po 10 min u 0.05% Tween 20 u PBS-

u, a zatim inkubirana sa biotinilizovanim anti-zečjim IgG u razblaženju naznačenom u 

Tabeli 2, 1h na sobnoj temperaturi. Nakon toga apliciran je streptavidin konjugovan sa 

Cy3 bojom (Jackson ImmunoResearch, Cambridge, UK; 1:500 u PBS-u) i inkubacija je 

trajala 1h na sobnoj temperaturi. Jedra su vizuelizovana bojenjem 0.1mg/ml 

diaminofenilindolom (DAPI, Sigma Aldrich, MO, USA). Pokrovna stakla su agensom 

Mowiol zalepljena na staklenu pločicu i preparati su analizirani korišćenjem Leica TCS 

SP8 konfokalnog mikroskopa (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) i programa 

TCS SP8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). 

 

3.2.5. Izolacija ukupne RNK 

 

RNK je izolovana iz netretiranih NT2/D1 ćelija i ćelija tretiranih retinoičnom 

kiselinom 2, 4 i 7 dana, kao i ćelija tretiranih 1 μmol/L 5-azaC u trajanju od 24h. Nakon 

tripsinizacije i ispiranja PBSom ćelije su resuspendovane u odgovarajućoj količini TRI 

reagent® reagensa, prema uputstvima proizvođača (Ambion, Invitrogen, USA), a nakon 

kratke homogenizacije pipetiranjem homogenati su inkubirani 5min na sobnoj 

temperaturi. Potom je dodat hloroform (60 μl/300 μl TRI reagent® reagensa), smeša je 

dobro promućkana i inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi. Posle centrifugiranja 15 

min/11600 rpm na 4°C, izdvojena je vodena faza a RNK je iz nje precipitirana 

izopropanolom (150 μl/300 μl TRI reagent® reagensa). Nakon temeljnog mešanja 

usledila je inkubacija od 10 min i centrifugiranje 8min/11600 rpm na 4°C. Talog RNK 

opran je 75% etanolom (300 μl/300 μl TRI reagent® reagensa) i ponovo staložen 

centrifugiranjem 5 min/7000 rpm na sobnoj temperaturi. Nakon sušenja na sobnoj 

temperaturi, precipitirana RNK rastvorena je u 50 μl ddH2O oslobođene od nukleaza. 

Za merenje koncentracije i proveru čistoće izolovane RNK korišćen je NanoVue 

aparat, verzija 4282 V1.7.3 (GE Healthcare, IL, USA). Provera kvaliteta izolovane 

RNK urađena je elektroforetskim razdvajanjem na 1% agaroznom gelu i bojenjem 

etidijum bromidom. 

 

3.2.6. Oslobađanje totalne RNK od ostataka genomske DNK 

 

Tretman totalne RNK enzimom DNKaza I (eng. Deoxyribonuclease) radi 

uklanjanja ostataka genomske DNK i uklanjanje ovog enzima nakon završene reakcije 

urađeno je kitom DNA-free Kit (Ambion, Invitrogen, USA) prema uputstvima 

proizvođača. Ukratko, 5 μg izolovane RNK tretirano je DNKazom I (2U) u prisustvu 

DNKaza I pufera u ukupnoj zapremini od 25 µl. Reakciona smeša je inkubirana 30 

minuta na 37ºC. Po isteku inkubacije, reakcionoj smeši je dodat resuspendovani 

DNKaza I inaktivacioni reagens. Nakon toga reakciona smeša je inkubirana 2 minuta na 

sobnoj temperaturi a zatim staložena centrifugiranjem 90 sek/13000 rpm na sobnoj 
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temperaturi. Nakon centrifugiranja, supernatant je čuvan na -80ºC i korišćen za sintezu 

cDNK. 

 

3.2.7. Sinteza komplementarne DNK (cDNK) 

 

Reakcija reverzne transkripcije na prečišćenom uzorku totalne RNK urađena je u 

reakcionoj smeši koja je sadržala 125 ng oligonukleotida (Random hexamers, Applied 

Biosystems, MA, USA), 2.5 U reverzne transkriptaze (MuLV, Applied Biosystems, 

MA, USA), 10 U inhibitora RNKaza (Applied Biosystems, MA, USA), 1.5 mM mix 

nukleotida (dNTP mix, Applied Biosystems, MA, USA), odgovarajući reakcioni pufer 

za reverznu transkriptazu (Applied Biosystems, MA, USA), 5 mM MgCl2 (Applied 

Biosystems, MA, USA), i 1μg izolovane RNK prethodno tretirane DNazom I (odeljak 

3.2.6.) i ddH2O. Reakcija se odvijala u PCR aparatu (Applied Biosystems, MA, USA) 

po programu: 10 min na 25°C, 40 min na 40°C, 5 min na 99°C i 5 min na 5°C. 

 

3.2.8. Semi-kvantitativni RT-PCR 

 

U reakcijama semi-kvantitativnog RT-PCR-a kao matrica je korišćena prethodno 

sintetisana cDNK. Amplifikacija je rađena korišćenjem KAPA 2G Fast HotStart Ready 

Mix-a i oligonukleotida specifičnih za gen SOX1 (SOX1 F i SOX1 R), dok je za 

relativnu kvantifikaciju korišćen GAPDH (GAPDH F i GAPDH R) (Tabela 5). 

Reakcije su se odvijale u PCR aparatu po sledećem programu: 10 min na 95⁰C; (15 

sekundi na 95⁰C, 15 sekundi na 60⁰C, 15 sekundi na 72⁰C) 20-35 ciklusa. Dobijeni 

PCR produkti razdvojeni su na 2% agaroznom gelu. Dobijeni fragmenti vizuelizovani 

su bojenjem etidijum bromidom i kvantifikovani ImageJ programom (Schneider et al., 

2012), a vrednosti dobijene za SOX1 normalizovane u odnosu na vrednosti GAPDH 

odgovarajućeg uzorka. 

 

3.2.9. Kvantitativni PCR u realnom vremenu (qPCR) 

 

qPCR je tehnika koja omogućava amplifikaciju i istovremenu kvantifikaciju 

molekula DNK od interesa (Higuchi et al., 1993). SYBR Green boja se vezuje za 

dvolančanu DNK i nakon ekscitacije emituje fluorescentni signal određene talasne 

dužine. Kako se PCR produkti amplifikuju i akumuliraju, intenzitet fluorescentnog 

signala se povećava, odnosno, količina fluorescencije je proporcijalna količini PCR 

produkta. 

cDNK iz neindukovanih NT2/D1 ćelija i ćelija tretiranih 2, 4 i 7 dana 

retinoičnom kiselinom, odnosno 5-azaC, poslužile su kao matrice u qPCR reakcijama. 

Reakcije su rađene korišćenjem Power SYBR Green PCR master mix (Applied 

Byosistems, MA, USA) i oligonukleotida specifičnih za gene od interesa (Tabela 4). Isti 

uzorci korišćeni su kao matrice u qPCR reakcijama uz prisustvo oligonukleotida 

specifičnih za GAPDH (GAPDH F i GAPDH R) (Tabela 5), koji je korišćen kao 

referentni gen. Reakcije su rađene u aparatu ABI Prism 7500 Sequence Detection 

System (Applied Biosystems, MA, USA), prema programu: 2 min na 50⁰C; 10 min na 

95⁰C; (15 sekundi na 95⁰C, 1 min na 60⁰C) -40 ciklusa. Svaka reakcija je rađena u 

triplikatu i za svaki uzorak u obzir je uzimana srednja vrednost. Relativni nivo 
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ekspresije analiziranih gena je određen pomoću komparativnog algoritma za 

kvantifikaciju. ∆∆Ct vrednost, koja predstavlja razliku između Ct vrednosti ispitivanog 

gena i Ct vrednosti za GAPDH, inkorporisana je u formulu 2-∆∆Ct čime je dobijen stepen 

razlike u ekspresiji između dva uzorka. Ekspresija ispitivanih gena je predstavljena 

relativno u odnosu na ekspresiju u neindukovanim ćelijama, kojima je dodeljena 

vrednost 1.  

 

3.2.10. Izolacija genomske DNK 

 

Genomska DNK je izolovana iz neindukovanih ćelija i NT2/D1 ćelija čija je 

neuralna diferencijacija indukovana tretmanom 10 μmol/L retinoičnom kiselinom u 

trajanju od 2, 4 i 7 dana. Izolacija je rađena po metodi opisanoj od strane Favaloro i 

saradnika (Favaloro et al., 1980). Ukratko, 1x107 ćelija je tripsinizovano, 

resuspendovano u PBS-u i centrifugirano 20 sek/13000 rpm na sobnoj temperaturi. 

Talozi su resuspendovani u TSM/NP40 puferu (140 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7,4, 1,5 

mM MgCl2, 0,5% NP40), inkubirani 3 minuta na ledu i staloženi centrifugiranjem 20 

sek/13000 rpm na 4°C. Talozi ćelija su resuspendovani u NDB puferu (eng. nuclei 

dropping buffer) čiji je sastav 75 mM NaCl, 24 mM EDTA, 0,2 mg/ml proteinaze K 

(Sigma Aldrich, MO, USA), 0,5% SDS, i u njemu su ćelije lizirane preko noći na 37⁰C 

uz mešanje. Nakon lize, dodata je ista zapremina fenola i nakon 1-2h mešanja i 

centrifugiranja 5 min/5000 rpm na 4°C, izvojena je vodena faza kojoj je dodata ista 

zapremina smeše hloroform:izoamil akohol (24:1), uz mešanje 30 minuta. Nakon 

centrifugiranja 5 min/5000 rpm na 4°C vodena faza je prebačena u novu tubu i 

genomska DNK je precipitirana dodavanjem 1/10 zapremina 3M natrijum acetata i 1 

zapremine izopropanola. Genomska DNK izdvojena je uz pomoć zatopljene staklene 

kapilare, resuspendovana u 3 ml TE pufera (10 mM Tris HCl, 1 m M EDTA) u kom je 

inkubirana preko noći na -20°C . Sledećeg dana genomska DNK je ponovo precipitirana 

dodavanjem 1/2 zapremine 7,5 M amonijum acetata i 2 zapremine etanola; uz pomoć 

zatopljene staklene kapilare izdvojena je DNK i resuspendovana u 500 μl TE pufera. 

Za merenje koncentracije izolovane DNK korišćen je NanoVue aparat. 

 

3.2.11. Bisulfitna konverzija genomske DNK 

 

Najveći broj tehnika za detekciju metilacije DNK oslanja se na proces bisulfitne 

konverzije (Clark et al., 1994). Ovaj proces uključuje 3 koraka:  

1. sulfonacija – vezivanje bisulfita na dvolančanu vezu između ugljenika na 

pozicijama 5 i 6 i nastanak citozin sulfonata 

2. hidrolitička deaminacija rezultujućeg derivata, čime nastaje uracil sulfonat 

3. alkalna desulfonacija – uklanjanje sulfonatne grupe alkalnim tretmanom, čime 

nastaje uracil (U). 

Ovim tretmanom C (citozin) se deaminuje u U (uracil), dok je 5-metil citozin 

(5mC) zaštićen od bisulfitom-posredovane deaminacije. U nizvodnim PCR reakcijama, 

U se umnožava kao timin (T) dok se 5mC umnožava kao C, čime je omogućeno 

razlikovanje nemetilovanih od metilovanih CG dinukleotida (Patterson et al., 2011).  

Za bisulfitnu konverziju genomske DNK izolovane iz neindukovanih i NT2/D1 

ćelija tretiranih retinoičnom kiselinom 2, 4 i 7 dana korišćen je EZ DNA Methylation – 

Lightning Kit, prema uputstvu proizvođača (Zymo Research Corporation, CA, USA). 
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Ukratko, smeša DNK i Lightning Conversion reagensa inkubirana je na 98⁰C 8 minuta, 

a zatim na 54⁰C 60 minuta u PCR aparatu, nakon čega je uzorak stavljen na led. Uzorak 

je nakon toga zajedno sa M-Binding puferom nanet na Zymo-Spin IC kolonicu, opran 

M-Wash puferom, i inkubiran u L-Desulphonation puferu na sobnoj temperaturi 15-20 

minuta. Nakon ponovnog pranja M-Wash puferom, bisulfitno konvertovana DNK je 

eluirana sa kolone M-Elution puferom. Nakon konverzije pomenutom metodom 

uspešnost reakcije se procenjuje na 100%, prema uputstvu proizvođača. Bisulfitno 

konvertovana DNK čuvana je na -20⁰C do upotrebe. 

 

3.2.12. In silico analiza promotora humanog gena SOX3 

 

Za predikciju CpG ostrva i dizajn oligonukleotida za MSP i bisulfitno 

pirosekvenciranje sekvenca promotora humanog gena SOX3 dužine 713 bp (Kovacevic 

Grujicic et al., 2005) analizirana je programom MethPrimer (Li & Dahiya, 2002). 

Prilikom unosa sekvence, program generiše dva tipa sekvence, jednu bisulfitno 

modifikovanu i metilovanu, u kojoj su svi C, osim 5mC, konvertovani u T; drugu 

bisulfitno modifikovanu i nemetilovanu, u kojoj su svi C, uključujući i 5mC, 

konvertovani u T. Program koristi algoritam koji prati GC sastav i odnos izmedju 

detektovanih i očekivanih CG dinukleotida (Li & Dahiya, 2002). CpG ostrvo definiše se 

kao DNK sekvenca duga najmanje 200 bp sa GC sastavom >50% i 

detektovanim/očekivanim odnosom CG dinukleotida >0,6 (Gardiner-Garden & 

Frommer, 1987). Za predikciju oligonukleotida za nizvodne reakcije MethPrimer koristi 

Primer3 algoritme (Li & Dahiya, 2002), a zavisno od tipa nizvodne analize moraju biti 

zadovoljeni i dodatni uslovi. Naime, oligonukleotidi za bisulfitno pirosekvenciranje ne 

smeju sadržati nijedan CG dinukleotid, kako bi se izbeglo preferencijalno umnožavanje 

metilovane ili nemetilovane DNK (Li & Dahiya, 2002). Takođe, parovi oligonukleotida 

predviđenih za ovu analizu moraju obuhvatiti što veći broj CG dinukleotida (Li & 

Dahiya, 2002). Sa druge strane, oligonukleotidi za MSP dizajnirani su tako da jedan par 

prajmera odgovara metilovanoj sekvenci (M) dok drugi odgovara nemetilovanoj 

sekvenci (N). Za ovu analizu oligonukleotidi treba da sadrže bar 1, a poželjno je i više, 

CG dinukleotida na svom 3'-kraju(Li & Dahiya, 2002). Takođe, M i N parovi 

oligonukleotida u svojoj sekvenci sadrže identične CG dinukleotide, kao i identične 

tačke topljenja (Li & Dahiya, 2002).  

Prema navedenim kriterijumima u okviru promotora humanog gena SOX3 

detektovana su 2 CpG ostrva na pozicijama -219bp/-5bp (prvo ostrvo) i +7 bp/+230bp 

(drugo ostrvo). Ujedno, definisani su i odabrani oligonukleotidi za bisulfitno 

pirosekvenciranje i MSP na regionu koji obuhvata 2. CpG ostrvo u okviru promotora 

humanog gena SOX3. Region koji obuhvata prvo CpG ostrvo nije bio pogodan za 

umnožavanje zbog homopolimernih nizova nastalih nakon procesa bisulfitne konverzije 

DNK te stoga nije mogao biti analiziran nijednom od ove dve metode. 

 

3.2.13. Bisulfitno pirosekvenciranje (BSP) 

 

Kvantifikacija metilacije DNK od izuzetnog je značaja kako u fundamentalnim 

istraživanjima tako i u ispitivanjima i dijagnostici patoloških stanja. Među brojnim 

tehnikama koje se koriste u ovoj oblasti istraživanja zlatni standard predstavlja 

bisulfitno pirosekvenciranje (BSP), koje omogućava precizno merenje stepena 
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metilacije uz visoku rezoluciju i reproducibilnost (Tost & Gut, 2007b, a). 

Pirosekvenciranje je metod sekvenciranja putem sinteze prilikom kog se kvantitativno 

prati ugradnja nukleotida u rastući DNK lanac (Tost & Gut, 2007b, a). Samo kada je 

dodati nukleotid komplementaran ponuđenoj DNK matrici dolazi do njegove ugradnje i 

oslobađanja pirofosfata koji se u nizu enzimskih reakcija prevodi u bioluminometrijski 

(svetlosni) signal. Svetlosni signali se detektuju CCD kamerom i predstavljaju u formi 

pirograma (Tost & Gut, 2007b, a).Prilikom BSP analize meri se stepen metilacije na 

svakom pojedinačnom CG dinukleotidu fragmenta koji je dobijen umnožavanjem 

bisulfitno konvertovane DNK (Tost & Gut, 2007b, a). U PCR reakciji koriste se 

oligonukleotidi komplementarni sekvenci bisulfitno konvertovane DNK, od kojih je 

uzvodni (eng. forward) oligonukleotid obeležen biotinom, što omogućava vezivanje 

sintetisanog produkta za streptavidinom obložene kuglice prilikom procesa 

pirosekvenciranja (Tost & Gut, 2007b, a). Oligonukleotidi moraju biti odabrani tako da 

u svom sastavu ne sadrže nijedan CG dinukleotid, čime se postiže umnožavanje 

nezavisno od metilacionog statusa ciljnog regiona (Tost & Gut, 2007b, a). Kao što je 

prethodno pomenuto, prilikom bisulfitne konverzije nemetilovani C deaminuju se u U 

(odnosno T), dok su metilovani C (5mC) zaštićeni, pa se stoga u ovoj hemijskoj reakciji 

razlike u metilacionom statusu prevode u razlike u sekvenci, odnosno C/T polimorfizme 

na pozicijama sa varijabilnim stepenom metilacije (Tost & Gut, 2007b, a). Stoga je 

procenat metilacije definisan kao odnos visine pika koji odgovara metilovanom 

nukleotidu (C) i sume pikova koji odgovaraju metilovanom i nemetilovanom nukleotidu 

(C+T) (Tost & Gut, 2007b, a).  

 

3.2.13.1. PCR umnožavanje bisulfitno konvertovanog promotora humanog gena 

SOX3 

 

PCR reakcija umnožavanja 2. CpG ostrva u okviru promotora humanog gena 

SOX3 urađena je korišćenjem KAPA 2G Fast HotStart Ready Mix u zapremini 60 μl. 

Kao matrica za sintezu korišćene su bisulfitno konvertovane genomske DNK izolovane 

iz neindukovanih i NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom 2, 4 i 7 dana. 

PCR reakcije su se odvijale prema programu: (20 sekundi na 95°C; 20 sekundi na 50  ̶

55°C, 2 min na 60°C)40 ciklusa. Za uspostavljanje i optimizaciju PCR reakcija 

korišćeni su neobeleženi oligonukleotidi (MetSOX3F2 i MetSOX3R2, Tabela 5). 

Nakon uspešnog umnožavanja produkta, naredni korak podrazumevao je PCR reakcije 

na istim matricama uz korišćenje MetSOX3R2 i MetSOX3F2 (Tabela 5) 

oligonukleotida obeleženih biotinom na 5’-krajevima. Produkti su provereni 

elektroforezom na 2% agaroznom gelu i bojenjem etidijum bromidom. 

 

3.2.13.2. Pirosekvenciranje 

 

Pirosekvenciranje biotinom obeleženih PCR produkata urađeno je u Genome 

Centre-u, na Queen Mary Univerzitetu u Londonu na aparatu Pyromark MD system, 

Biotage (Qiagen, Nemačka). Za sekvenciranje 2. CpG ostrva u okviru promotora 

humanog gena SOX3 korišćeni su oligonukleotidi SEQ3 i SEQ4 čije su sekvence 

navedene u Tabeli 5. Na Slici 14 prikazan je reprezentativni deo dobijenog pirograma. 
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Procenat metilacije pojedinačnih CG dinukleotida izračunat je kao odnos visine pika za 

C nukleotid i sume pikova za C i T nukleotide na istom CG dinukleotidu. Ukupni 

metilacioni status 2. CpG ostrva određen je kao prosečna vrednost procenata metilacije 

svakog pojedinačnog CG dinukleotida. 
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Slika 14. Reprezentativni deo pirograma. Sekvenca prikazana u gornjem delu 

pirograma predstavlja sekvencu analiziranog regiona u okviru 2.  CpG ostrva 

promotora humanog gena SOX3. C baza u okviru CG dinukleotida je označena sa 

Y. Sekvenca prikazana u donjem delu pirograma predstavlja redosled dNTP-ova 

dodavanih u reakciju, a pikovi su definisani kao svetlosni signal koji se emituje 

prilikom ugradnje komplementarnog dNTP-a. U plavim pravougaonicima iznad 

pirograma predstavljen je procenat metilacije za dati dinukleotid. 

 

3.2.14. Metilacija-specifičan PCR (MSP) 

 

Metilacija-specifičan PCR (MSP) je jednostavan, specifičan i senzitivan metod 

za određivanje metilacionog statusa regiona bogatih CG dinukleotidima. Ova metoda 

omogućava istovremenu detekciju metilovanog i nemetilovanog produkta uz korišćenje 

iste matrice, a zasnovana je na PCR reakcijama u kojima se koriste oligonukleotidi koji 

omogućavaju diskriminaciju metilovane od nemetilovanih sekvenci bisulfitno 

konvertovane DNK (Herman et al., 1996). 

U ovom radu su za MSP analizu 2. CpG ostrva u promotoru humanog gena 

SOX3 korišćeni SOX3 MSPM F i SOX3 MSPM R oligonukleotidi za umnožavanje 

metilovanih sekvenci, dok su SOX3 MSPU F i SOX3 MSPU R korišćeni za 

umnožavanje nemetilovanih sekvenci (Tabela 5). Oba uzvodna (F) oligonukleotida 

obuhvatala su 4 CG dinukleotida, dok su oba nizvodna (R, eng. reverse) oligonukleotida 

obuhvatala 7 CG dinukleotida. 
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Za MSP analizu promotora humanog gena SOX1 korišćeni su SOX1 MSPM F i 

SOX1 MSPM R oligonukleotidi za umnožavanje metilovanih sekvenci, dok su SOX1 

MSPU F i bp do SOX31 MSPU R (Tabela 5) korišćeni za umnožavanje nemetilovanih 

sekvenci. Oligonukleotidi su dizajnirani korišćenjem programa MethPrimer, prema 

kriterijumima navedenim u odeljku 3.2.12. Za dizajniranje oligonukleotida korišćena je 

sekvenca koja obuhvata 1022 bp (-788 bp/+234 bp) promotora gena SOX1. Oba 

uzvodna oligonukleotida obuhvatala su 7 CG dinukleotida, dok su oba nizvodna 

oligonukleotida obuhvatala 9 CG dinukleotida. 

Za bisulfitnu konverziju direktno iz neindukovanih i NT2/D1 ćelija indukovanih 

retinoičnom kiselinom 2, 4 i 7 dana korišćen je EZ DNA Methylation-Direct Kit prema 

uputstvima proizvođača. Ukratko, 1 x 105 ćelija inkubirano je u M-Digestion puferu sa 

Proteinazom K na 50⁰C, 20 minuta. Nakon taloženja centrifugiranjem 5 min/11600 rpm 

supernatanti su odvojeni i inkubirani sa CT Conversion Reagent, najpre 8 minuta na 

98⁰C a zatim 3,5h na 64⁰C. Uzorak je zatim nanet na Zymo-Spin IC kolonu sa M-

Binding puferom, a zatim centrifugiran 30 sekundi na 14700 g na sobnoj temperaturi. 

Usledilo je pranje M-Wash puferom i inkubacija u M-Desulphonation puferu na sobnoj 

temperaturi 20 minuta. Nakon ponovnog pranja M-Wash puferom, bisulfitno 

konvertovana DNK je eluirana sa kolone M-Elution puferom.  

Za umnožavanje bisulfitno kovertovane DNK korišćen je KAPA 2G Fast 

HotStart Ready Mix, a PCR reakcija se odvijala po sledećem programu: 5 min na 95°C; 

(30 sekundi na 95°C, 20 sekundi na 60°C, 2 min na 72°C)-35 ciklusa. PCR produkti su 

vizualizovani elektroforetskim razdvajanjem na 2% agaroznom gelu i bojenjem etidijum 

bromidom. 

 

3.2.15. Hromatinska imunoprecipitacija (ChIP)  

 

Hromatinska imunoprecipitacija (ChIP) predstavlja eksperimentalnu tehniku 

kojom se ispituju interakcije proteina i DNK u in vivo uslovima, a bazirana je na 

imunoprecipitaciji proteina od interesa korišćenjem specifičnih antitela (Gilmour & Lis, 

1984, Solomon et al., 1988). ChIP se rutinski koristi za detekciju interakcija 

trankripcionih faktora/regulatora sa ciljnim regionima u genomu, kao i za ispitivanje 

histona i histonskih modifikacija prisutnih u regionima od interesa. 

Shematski prikaz ChIP metode dat je na Slici 15. Ukratko, u ovoj tehnici se 

korišćenjem formaldehida obezbeđuje fiksacija hromatina, koja podrazumeva 

stabilizaciju protein-protein i protein-DNK interakcija. Nakon izolacije fiksiranog 

hromatina sledi njegova fragmentacija sonifikacijom, a zatim prečišćavanje 

eliminacijom velikih fragmenata koji otežavaju dalje analize. Inkubacijom 

sonifikovanog i prečišćenog hromatina sa antitelom od interesa dolazi do formiranja 

kompleksa hromatin-antitelo, koji se zatim precipitiraju korišćenjem protein G agaroze. 

Imunoprecipitirani uzorci bivaju podvrgnuti reverznoj fiksaciji koja se odvija na 

visokim temperaturama, kada dolazi do raskidanja veza protein-DNK i do oslobađanja 

fragmenata DNK na kojima je bio vezan protein od interesa. Nakon ekstrakcije, ova 

DNK koristi se u daljim analizama, kao što su qPCR ili sekvenciranje (Kim & Dekker, 

2018). 

Pored inkubacije sa antitelom od interesa, deo hromatina iz istog uzoraka ćelija 

se paralelno inkubira i sa anti-Flag antitelom. DNK izolovana iz uzoraka 

imunoprecipitiranih sa anti-Flag antitelom koristi se kao negativna kontrola reakcije 
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ChIP-a. Supernatanti izolovani iz ovih uzoraka koriste se kao “Input reakcije“, odnosno 

predstavljaju pozitivnu kontrolu. Prilikom ChIP analize histonskih PTM neophodno je i 

korišćenje antitela za ukupni histon čija se modifikacija analizira. Time se omogućava 

normalizacija obogaćivanja (zastupljenosti) ciljne sekvence DNK u uzorku 

imunoprecipitiranom antitelom za histonsku PTM (npr. H3Kme3) u odnosu na 

zastupljenost iste sekvence u uzorku imunoprecipitiranom sa ukupnim histonom (npr, 

H3) (Testa et al., 2005, Nardini et al., 2013).  

U ovom radu korišćen je protokol opisan u radu Testa i autora (Testa et al., 

2005). Neindukovane i NT2/D1 ćelije indukovane retinoičnom kiselinom tokom 2, 4 i 7 

dana fiksirane su u rastvoru 1% formaldehida u DMEM-u 10 minuta na sobnoj 

temperaturi, a zatim isprane hladnim PBS-om. Reakcija fiksacije zaustavljena je 

inkubacijom ćelija u hladnom 0,125 mM rastvoru glicina u PBS-u. Ćelije su zatim 

odvojene od podloge suda za gajenje, staložene centrifugiranjem i čuvane na -20⁰C do 

upotrebe.  
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Slika 15. Shematski prikaz reakcije hromatinske imunoprecipitacije. 

 

Na početku eseja, talozi su otopljeni na ledu i resuspendovani u puferu za lizu (5 

mM Pipes pH 8,0, 85 mM KCl, 0.5% NP-40, koktel inhibitora proteaza, Roche, 

Switzerland) i inkubirani na ledu, 30 minuta. Ćelije su zatim homogenizovane, a jedra 

su staložena centrifugiranjem 10 min/5000 rpm/4°C. Dobijeni talozi resuspendovani su 

u puferu za sonifikaciju (50 mM Tris pH 8,0, 10 mM EDTA, 0,1% SDS, 0,5 % 

deoksiholna kiselina, koktel inhibitora proteaza). Hromatin je sonifikovan u Bioruptor 
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sonifikatoru (Diagenode, NJ, USA) do fragmenata prosečne dužine 500-1500 bp. 

Sonifikovani hromatin proveren je na 1% agaroznom gelu. Protein G agaroza (KPL, 

Seracare, MA, USA) je oprana 2 puta u puferu za imunoprecipitaciju (50 mM Tris pH 

8,0, 10 mM EDTA, 0,1% SDS, 0,5% deoksiholna kiselina, 150 mM LiCl, koktel 

inhibitora proteaza) a zatim preko noći inkubirana sa BSA i DNK izolovanom is sperme 

lososa (Sigma Aldrich) na temperaturi 4°C u cilju blokiranja nespecifičnog vezivanja. 

Sonifikovani hromatin prečišćen je od velikih fragmenata inkubacijom sa protein G 

agarozom u puferu za imunoprecipitaciju, na temperaturi 4°C u trajanju od 2 h.  

U narednom koraku, prečišćeni hromatin je inkubiran sa odgovarajućim 

antitelima (Tabela 4) na 4⁰C preko noći na rotirajućem točku. Antitela su korišćena u 

koncentracijama preporučenim od strane proizvođača. U slučaju da takva preporuka nije 

postojala, korišćeno je 5 μg antitela po uzorku. Kao kontrola korišćeno je anti-Flag 

antitelo (Sigma Aldrich, MO, USA). Nakon inkubacije, prečišćena protein G agaroza 

inkubirana je sa kompleksima hromatin-antitela na 4⁰C na rotirajućem točku, 4 h. Po 

isteku ovog vremena, kompleksi hromatin-antitelo-protein G agaroza staloženi su 

centrifugiranjem, a supernatant dobijen u reakciji sa anti-Flag antitelom korišćen je kao 

pozitivna kontrola-“Input DNK“ reakcija. Kompleksi su zatim 5 puta oprani RIPA 

puferom (10 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 0,1% SDS, 0,1% 

deoksiholna kiselina, 140 mM NaCl, 1% Triton X-100, koktel inhibitora proteaza, 1 

mM PMSF), pri čemu je prvo pranje podrazumevalo inkubaciju od 30 minuta na 

rotirajućem točku na +4ºC. Nakon pranja u RIPA puferu, kompleksi su oprani u LiCL 

puferu (0.25 M LiCL, 0,5% NP-40, 0,5% deoksiholna kiselina, 10 mM Tris pH 8,0, 1 

mM EDTA), a zatim u TE puferu (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0). Prilikom 

poslednjeg centrifugiranja uklonjeni su svi ostaci pufera, a zatim su kompleksi 

resuspendovani u 100 μl TE pufera uz dodatak Rnaze A (Sigma Aldrich, MO, USA). 

Reverzija fiksacije odvijala se prekonoćnom inkubacijom uzoraka na 65⁰C. Narednog 

dana u uzorke je dodat SDS do finalne koncentracije 0,5% i 20 μg Proteinaze K, a zatim 

je usledila inkubacija na 50⁰C 3 h. Ekstrakcija DNK urađena je dodavanjem jednake 

zapremine smeše fenol:hloroform:izoamilakohol (u odnosu 25:24:1) u uzorak. Vodena 

faza je razdvojena centrifugiranjem i iz nje je DNK precipitirana smešom 3M Na-

acetata, etanola i tRNK (Sigma Aldrich, MO, USA) preko noći na -20⁰C. Nakon 

inkubacije, DNK je staložena centrifugiranjem a talozi su oprani 70% etanolom, osušeni 

i resuspendovani u ddH2O.  

 

3.2.16. ChIP-qPCR 

 

DNK uzorci iz ChIP eksperimenata korišćeni su kao matrice u reakcijama 

qPCR-a. Reakcije su rađene u ukupnoj zapremini od 10 μl u prisustvu oligonukleotida 

specifičnih za gene od interesa. Oligonukleotidi korišćeni u qPCR reakcijama navedeni 

su u Tabeli 5, a dizajnirani su korišćenjem online dostupnog programa Primer3 

(dostupan na http://bioinfo.ut.ee/primer3/) i provereni korišćenjem In-Silico PCR 

programa dostupnog na http://genome.ucsc.edu (GRCh37/hg19). Reakcije su se odvijale 

u aparatu ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, MA, 

USA) prema programu: 2 min na 50⁰C; 10 min na 95⁰C; (15 sekundi na 95⁰C, 1 min na 

60⁰C)-40 ciklusa. Svaka reakcija je rađena u triplikatu i za svaki uzorak u obzir je 

uzimana srednja vrednost Ct. Relativno obogaćivanje2 predstavljeno je kao porast 

signala u uzorku imunoprecipitiranom antitelom od interesa u odnosu na uzorak istog 

http://genome.ucsc.edu/
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hromatina imunoprecipitiranog anti-Flag anitelom (negativna kontrola reakcije). Kao 

pozitivna kontrola (Input) korišćena je DNK izolovana iz supernatanta uzorka 

imunoprecipitiranog anti-Flag antitelom. Ct vrednost Input uzorka takođe je 

inkorporisana u formulu za izračunavanje relativnog obogaćivanja. Relativno 

obogaćivanje2 izračunato je korišćenjem formule 2ΔCtx /2ΔCtb, gde je ΔCt x = Ct input-Ct 

uzorka i ΔCt b = Ct input-Ct Flag At (Nardini et al., 2013). Ovako dobijene vrednosti 

relativnog obogaćivanja za svaku pojedinačnu histonsku PTM (npr. H3K4me3) 

normalizovane su u odnosu na vrednosti relativnog obogaćivanja odgovarajućeg 

ukupnog histona (u ovom primeru H3) za isti hromatin. U cilju poređenja profila 

odabranih histonskih modifikacija tokom neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija, 

vrednostima relativnog obogaćivanja u neindukovanim ćelijama dodeljena je vrednost 

1, dok su ostali uzorci normalizovani u odnosu na ovu vrednost (Rank et al., 2010). 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost dobijena iz 3 ChIP eseja (biološki replikati).  

 

3.2.17. Statistička analiza 

 

Svi rezultati prikazani su kao srednja vrednost ± standardna devijacija (SD) i 

analizirani su Studentovim t-testom. Verovatnoća p<0.05 smatrana je statistički 

značajnom i obeležena je zvezdicom (*). 

 

                                                 
2zbog usklađenosti sa literaturom na engleskom jeziku termin fold enrichment preveden je kao 

obogaćivanje i predstavlja porast signala u ChIP uzorcima u odnosu na signal iz kontrolnih uzoraka 
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4. REZULTATI 

4.1. Analiza ekspresije humanog gena SOX3 tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

SOX3 predstavlja jedan od najranijih neuralnih markera kičmenjaka, koji je 

predominantno eksprimiran u proliferišućim ćelijama neuralnog epitela CNS-a. 

(Collignon et al., 1996, Wood & Episkopou, 1999). Inicijalne faze neuralne indukcije 

praćene su dramatičnim povećanjem nivoa ekspresije gena Sox3, kako je pokazano na 

primeru razvića nervnog sistema pileta (Uwanogho et al., 1995). Kasnije faze neuralne 

indukcije karakterišu se padom ekspresije Sox2 i Sox3, što koincidira sa tranzicijom 

ćelija iz faze proliferacije u fazu diferencijacije (Uwanogho et al., 1995), ukazujući na 

važnost prostorno i vremenski zavisne regulacije ekspresije gena Sox3. Prethodno je 

pokazano da tretman NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom indukuje porast nivoa SOX3 

transkripta, sa maksimalnim nivoom ekspresije 48 h nakon indukcije (Stevanovic, 

2003). U cilju detaljnijeg ispitivanja ekspresionog profila gena SOX3 tokom ranih faza 

neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija (prva nedelja indukcije), u ovom radu analizirane 

su neindukovane NT2/D1 ćelije i ćelije tretirane retinoičnom kiselinom tokom 2, 4 i 7 

dana. Tehnikama qPCR-a i Western blot-a detektovan je nizak nivo SOX3 iRNK (Slika 

16 A), odnosno SOX3 proteina u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama (Slika 16 B). U 

skladu sa prethodnim studijama, tretman ćelija retinoičnom kiselinom doveo je do 

statistički značajnog porasta ekspresije gena SOX3 (Slika 16 A, B). Najveći nivo 

ekspresije gena SOX3 detektovan je drugog dana indukcije (2d RK), 4 puta veći na 

nivou iRNK, odnosno 3 puta na nivou proteina, u odnosu na neindukovane NT2/D1 

ćelije. U daljem toku neuralne diferencijacije detektovano je smanjenje nivoa ekspresije 

gena SOX3, da bi se nivo ekspresije nakon 7 dana tretmana retinoičnom kiselinom (7d 

RK) izjednačio sa nivoom detektovanim u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama (Slika 16 

A, B). Dobijeni profil ukazao je da se ekspresija gena SOX3 dinamično menja tokom 

ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija, i da je stoga u datim vremenskim 

intervalima neophodno ispitati mehanizme kojima je ovaj gen regulisan. 
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Slika 16. Analiza ekspresije humanog gena SOX3 tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija. (A) qPCR analiza relativne ekspresije gena SOX3 

tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom 

kiselinom tokom 2, 4 i 7 dana. Relativni nivo ekspresije gena SOX3 izražen je u 

odnosu na ekspresiju GAPDH u istom uzorku i normalizovan u odnosu na nivo u 

netretiranim NT2/D1 ćelijama. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti ± S.D. iz 

najmanje tri nezavisne neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija; *P < 0.05. (B) 

Western blot analiza relativne ekspresije proteina SOX3 tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom tokom 2, 4 i 7 

dana. Relativni nivo proteina SOX3 izražen je u odnosu na α-tubulin i 

normalizovan u odnosu na nivo u netretiranim NT2/D1 ćelijama. Na grafiku su 

prikazane srednje vrednosti ± S.D. iz najmanje tri nezavisne neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija; *P < 0.05. (C) Reprezentativni primer Western blot 

analize ekspresije SOX3 proteina tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 

ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom 2, 4 i 7 dana. α-tubulin je korišćen kao 

kontrola količine proteina u svakoj reakciji. 
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4.2. Analiza prisustva CpG ostrva u promotorskom regionu humanog gena 

SOX3 

 

Imajući u vidu da je metilacija DNK jedan od ključnih mehanizama regulacije 

ekspresije faktora uključenih u kontrolu razvića, kao i značaj gena SOX3 u procesima 

održavanja pluripotentnosti i opredeljivanja i diferencijacije ćelija, od izuzetne je 

važnosti ispitati metilacioni status promotorskog regiona ovog gena tokom ranih faza 

neuralne diferencijacije. U tu svrhu, u nastavku ovog rada je analiziran metilacioni 

status 713 bp duge sekvence promotorskog regiona humanog gena SOX3 (-427bp do 

+286bp u odnosu na start transkripcije (TSS, eng. transcription start site)) (Kovacevic 

Grujicic et al., 2005). 

In silico analiza navedene sekvence u online-dostupnom programu MethPrimer 

(Li & Dahiya, 2002) ukazala je na prisustvo 2 CpG ostrva u 5'-regulatornom regionu 

humanog gena SOX3 čiji metilacioni status može uticati na transkripcionu aktivnost 

gena SOX3 (Slika 17). Prvo CpG ostrvo nalazi se na poziciji od -219bp do -5bp u 

odnosu na SOX3 TSS i obuhvata 17 CG dinukleotida, dok se drugo CpG ostrvo nalazi 

na poziciji od +7bp do +230bp u odnosu na SOX3 TSS i obuhvata 22 CG dinukleotida i 

završava se nizvodno od start kodona humanog gena SOX3 (Slika 17). 

 
 

Slika 17. MethPrimer analiza promotorskog regiona humanog gena SOX3. (A) 
Shematski prikaz promotorskog regiona humanog gena SOX3 sa označenim CpG 

ostrvima. Brojevi (-427/+286) predstavljaju pozicije nukleotida na krajevima 

analizirane sekvence u odnosu na SOX3 TSS (+1). Dva CpG ostrva prikazana su 

kao beli pravougaonici, a pojedinačni CG dinukleotidi predstavljeni su crnim 

tačkama. Brojevima su označene pozicije CpG ostrva I (-219bp/-5bp), kao i CpG 

ostrva II (+7bp/+230bp) u odnosu na SOX3 TSS. (B) Lokalizacija CpG ostrva u 

okviru promotora humanog gena SOX3 definisana MethPrimer programom. Strelice 

pokazuju sivo označene regione CpG ostrva I i II.  
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4.3. Analiza metilacionog statusa promotora humanog gena SOX3 tokom 

ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

U cilju praćenja metilacionog profila promotora humanog gena SOX3 tokom 

ranih faza neuralne diferencijacije pristupilo se bisulfitnoj konverziji DNK izolovane iz 

neindukovanih NT2/D1 ćelija i NT2/D1 ćelija tretiranih retinoičnom kiselinom 2, 4 i 7 

dana, nakon čega je usledio metilacija-specifičan PCR (MSP). Oligonukleotidi korišćeni 

u MSP reakcijama dizajnirani su u programu MethPrimer prema kriterijumima 

prethodno opisanim u odeljku 3.2.14. Primena MSP analize za CpG ostrvo I nije bila 

moguća zbog specifičnosti analizirane sekvence DNK i nemogućnosti dizajniranja 

odgovarajućeg seta oligonukleotida, dok je CpG ostrvo II uspešno amplifikovano (Slika 

18 B). Kako je prikazano na Slici 18 B, u reakcijama sa oligonukleotidima koji 

odgovaraju metilovanoj DNK dobijena je mala količina produkta (na Slici 18 B 

označeni kao M), što ukazuje na nisku zastupljenost metilovanih sekvenci. Sa druge 

strane, produkti PCR reakcija sa oligonukleotidima koji odgovaraju nemetilovanoj DNK 

(na Slici 18 B označeni kao N) dobijeni su u visokom prinosu. Ovi rezultati ukazali su 

da je CpG ostrvo II SOX3 promotora hipometilovano kako u nediferenciranim NT2/D1 

ćelijama, tako i tokom inicijalnih faza retinoičnom kiselinom-indukovane neuralne 

diferencijacije. 

 

 
 

Slika 18. Analiza metilacionog statusa CpG ostrva II u okviru promotorskog 

regiona humanog gena SOX3 tokom ranih faza neuralne diferencijacije 

NT2/D1 ćelija tehnikom metilacija-specifičnog PCR-a (MSP). (A) Shematski 

prikaz promotora humanog gena SOX3. Brojevi (-427/+286) predstavljaju pozicije 

nukleotida na krajevima analizirane sekvence u odnosu na TSS (+1). Dva CpG 

ostrva prikazana su kao beli pravougaonici, a pojedinačni CG dinukleotidi 

predstavljeni su crnim tačkama. Brojevima su označene pozicije CpG ostrva I (-

219bp/-5bp), kao i CpG ostrva II (+7bp/+230bp) u odnosu na SOX3 TSS. Crni 

pravougaonik označava analizirani region SOX3 promotora. (B) MSP analiza 

metilacije CpG ostrva II promotora SOX3 gena u netretiranim NT2/D1 ćelijama i 

ćelijama tretiranim retinoičnom kiselinom u označenim vremenskim intervalima (2, 

4 i 7 dana). PCR produkti koji odgovaraju metilovanoj (M) i nemetilovanoj (N) 
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ciljnoj sekvenci razdvojeni su elektroforetski na agaroznom gelu. m  ̶ marker 

molekulske težine, K  ̶  vodena kontrola. 

   

U svrhu preciznijeg definisanja metilacionog profila SOX3 promotora, pristupilo 

se bisulfitnom pirosekvenciranju (BSP). Ova tehnika omogućava analizu metilacionog 

statusa svakog pojedinačnog CG dinukleotida u okviru ispitivane sekvence. I u ovoj 

analizi, ispitivanje CpG ostrva I SOX3 promotora nije bila moguća usled specifičnosti 

DNK sekvence u naznačenom regionu. Naime, nakon bisulfitne konverzije DNK, u 

ovom GC bogatom regionu dolazi do formiranja homopolimera i sekundarnih struktura 

koje sprečavaju optimalnu amplifikaciju i pirosekvenciranje CpG ostrva I humanog 

SOX3 promotora. Iz navedenih razloga, BSP metodom analizirano je samo CpG ostrvo 

II. DNK izolovana iz nediferenciranih NT2/D1 ćelija i NT2/D1 ćelija tretiranih 

retinoičnom kiselinom tokom 2, 4 i 7 dana bisulfitno je konvertovana i korišćena kao 

matrica za umnožavanje CpG ostrva II SOX3 promotora. Biotinom obeleženi produkti 

analizirani su pirosekvenciranjem. Kako je detaljnije objašnjeno u odeljku 3.2.13., 

razlike u metilacionom statusu pojedinačnih CG dinukleotida se u nizu hemijskih 

reakcija prevode u razlike u sekvenci, odnosno C/T izmene na pozicijama sa 

varijabilnim stepenom metilacije. Procenat metilacije svakog pojedinačnog CG 

dinukleotida definisan je kao odnos visine pika koji odgovara metilovanom nukleotidu 

(C) i sume pikova koji odgovaraju metilovanom i nemetilovanom nukleotidu (C+T) 

(Tost & Gut, 2007b). Procenat metilacije pojedinačnih CG dinukleotida izračunat je kao 

odnos visine pika za C nukleotid i sume pikova za C i T nukleotide na istom CG 

dinukleotidu i predstavljen na pirogramu. Nakon analize pirograma, ukupni metilacioni 

status CpG ostrva II određen je kao prosečna vrednost procenata metilacije svakog 

pojedinačnog CG dinukleotida. 

Kako je prikazano na Slici 19 B, prosečni stepen metilacije ne prelazi 10% u 

svim analiziranim vremenskim intervalima. Analizirani region je stoga hipometilovan u 

nediferenciranim NT2/D1 ćelijama, a nizak stepen metilacije očuvan je i nakon 

indukcije neuralne diferencijacije ovih ćelija. Navedenom analizom povrđeni su 

rezultati dobijeni u MSP reakcijama, i izveden je zaključak da metilacija promotorskog 

regiona gena SOX3 nije u korelaciji sa prethodno detektovanim dinamičnim promenama 

u ekspresiji SOX3 tokom inicijalnih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija. 
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Slika 19. Analiza metilacionog statusa CpG ostrva II u okviru 

promotorskog regiona humanog gena SOX3 tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija tehnikom bisulfitnog pirosekvenciranja (BSP). (A) 

Shematski prikaz promotora humanog gena SOX3. Brojevi (-427/+286) predstavljaju 

pozicije nukleotida na krajevima analizirane sekvence u odnosu na TSS (+1). Dva CpG 

ostrva prikazana su kao beli pravougaonici, a pojedinačni CG dinukleotidi predstavljeni 

su crnim tačkama. Brojevima su označene pozicije CpG ostrva I (-219bp/-5bp), kao i 

CpG ostrva II (+7bp/+230bp) u odnosu na SOX3 TSS. Sivi pravougaonik označava 

analizirani region SOX3 promotora. (B) Analiza metilacije CpG ostrva II SOX3 

promotora u netretiranim NT2/D1 ćelijama i ćelijama tretiranim retinoičnom kiselinom 

u označenim vremenskim intervalima (2, 4 i 7 dana). Stubići označavaju srednju 

vrednost metilacije CpG ostrva II za odabrane vremenske intervale. Ukupni metilacioni 

status CpG ostrva II određen je kao prosečna vrednost procenata metilacije svakog 

pojedinačnog CG dinukleotida, na osnovu pirograma dostavljenih od Genome Centra, 

Queen Mary Univerziteta u Londonu. 

 

Radi provere dobijenih rezultata, NT2/D1 ćelije tretirane su 5-azacitidinom (5-

azaC), hemijskim analogom nukleozida citidina koji dovodi do globalne demetilacije 

DNK, (Taylor & Jones, 1982, Santi et al., 1984) nakon čega je praćen efekat na 

ekspresiju SOX3 proteina (Slika 20, A i B). U cilju potvrde efikasnosti tretmana 5-

azaC, porast nivoa ekspresije proteina kaspaza-3 korišćen je kao pozitivna kontrola 

(Slika 20 B). U skladu sa prethodno dobijenim rezultatima koji ukazuju na 

hipometilovan status SOX3 promotora, 5-azaC tretman NT2/D1 ćelija nije doveo do 

značajnih promena u nivou ekspresije SOX3 proteina (Slika 20). Izostankom povećanja 

SOX3 ekspresije nakon tretmana NT2/D1 ćelija demetilujućim agensom dodatno je 

potvrđen hipometilovan status SOX3 promotora, kao i prethodni zaključak da metilacija 

promotorskog regiona nije mehanizam regulacije eskpresije gena SOX3 u inicijalnim 

fazama neuralne diferencijacije.  
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Slika 20. Efekat tretmana NT2/D1 ćelija 5-azaC na ekspresiju SOX3 proteina. 

(A) Količina SOX3 proteina u tretiranim ćelijama normalizovana je na α-tubulin i 

prikazana relativno u odnosu na netretirane NT2/D1 ćelije (kojima je dodeljena 

vrednost 1). Stubići predstavljaju srednje vrednosti ± S.D. iz najmanje 3 nezavisne 

neuralne diferencijacije. (B) Reprezentativni primer Western blot analize ekspresije 

SOX3 proteina tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

indukovanih retinoičnom kiselinom 2, 4 i 7 dana. α-tubulin je korišćen kao kontrola 

količine proteina u svakoj reakciji. Porast nivoa ekspresije kaspaze-3 u tretiranim 

ćelijama korišćen je kao pozitivna kontrola efikasnosti tretmana 5-azaC. 

 

4.4. Analiza profila modifikacija histona 3 (H3) na humanom genu SOX3 

tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

Rezultati brojnih studija ukazuju na značaj histonskih kovalentnih PTM u 

kontroli dinamike nukleozoma tokom procesa indukovane diferencijacije ćelija 

(McCool et al., 2007, Mikkelsen et al., 2007, Cruickshank et al., 2010, Bhanu et al., 

2016, Buschbeck & Hake, 2017). S obzirom na značajnu ulogu SOX3 u procesu razvića 

nervnog sistema, kao i na prethodno utvrđen hipometilovan status promotorskog 

regiona ovog gena, analiza epigenetičkih mehanizama koji regulišu njegovu ekspresiju 

u početnim stupnjevima neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija nastavljena je 

ispitivanjem odabranih histonskih PTM deponovanih na regulatornim regionima gena 

SOX3. Regioni za analizu odabrani su nakon vizualizacije humanog gena SOX3 u 

UCSC Genome Browser-u (http://genome.ucsc.edu/index.html), tako da obuhvataju 

minimalni promotor gena SOX3 (definisan u radu (Kovacevic Grujicic et al., 2005)), 

region koji obuhvata kodirajuću sekvencu gena SOX3 i region uzvodno od TSS, a 

imajući u vidu parametre za dizajn oligonukleotida definisane programom Primer3 

(Slika 21 A). Stoga su za analizu odabrani sledeći regioni: 

1. region I (-673/-578 bp u odnosu na SOX3 TSS) 

2. region II (region -160/+6 bp u odnosu na SOX3 TSS, koji obuhvata minimalni 

promotor gena SOX3) 

http://genome.ucsc.edu/index.html


61 

 

3. region III (region +503/+606 bp u odnosu na SOX3 TSS, koji se nalazi u 

okviru kodirajućeg regiona gena SOX3) 

  

Ukratko, hromatin izolovan iz NT2/D1 ćelija čija je neuralna diferencijacija 

indukovana retinoičnom kiselinom tokom 2, 4 i 7 dana fragmentisan je sonifikacijom, a 

zatim imunoprecipitiran antitelima za histonske PTM (anti-H3K4me3 i anti- 

H3K79me2) i ukupni histon H3. Fragmenti DNK izolovani iz imunoprecipitiranih 

uzoraka predstavljali su matricu u qPCR reakcijama amplifikacije pomenutih regiona 

humanog gena SOX3. Vrednosti relativnog obogaćivanja (zastupljenosti) ciljne 

sekvence DNK za svaku pojedinačnu histonsku PTM (H3K4me3 i H3K79me2) 

normalizovane su u odnosu na vrednosti relativnog obogaćivanja ukupnog histona H3 

za isti hromatinski uzorak. U cilju poređenja profila odabranih histonskih modifikacija 

tokom neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija, vrednostima relativnog obogaćivanja u 

neindukovanim ćelijama dodeljena je vrednost 1, dok su ostali uzorci normalizovani u 

odnosu na ovu vrednost. Metodološki pristup detaljnije je opisan u odeljcima 3.2.15 i 

3.2.16.  

U regionu I (uzvodno od SOX3 TSS-a) (Slika 21 B, grafik levo) kao i u regionu 

II (region minimalnog promotora gena SOX3) tokom diferencijacije (Slika 21 B, srednji 

grafik) detektovano je povećano prisustvo tj. obogaćivanje H3K4me3 modifikacijom. 

Nakon 2 dana tretmana retinoičnom kiselinom nivo H3K4me3 markera raste u odnosu 

na netretirane NT2/D1 ćelije, nakon čega u daljem toku neuralne diferencijacije dolazi 

do statistički značajnog pada prisustva H3K4me3 (Slika 21 B, grafik levo i srednji 

grafik). Ovakvi profili odgovaraju prethodno detektovanom ekspresionom profilu gena 

SOX3 (Slika 16), ukazujući na potencijalnu vezu između H3K4me3 i transkripcione 

aktivnosti gena SOX3. Takođe, u regionu III (kodirajući region gena SOX3) detektovan 

je sličan profil H3K4me3 modifikacije, sa istim trendom obogaćivanja u danu 2 

indukcije retinoičnom kiselinom (Slika 21 B, grafik desno). Ovakav rezultat u skladu je 

sa literaturnim podacima koji ukazuju da je aktivacija genske transkripcije praćena 

promenom distribucije H3K4me3 na promotoru i kodirajućem delu sekvence što 

uzrokuje porast nivoa navedenog markera u kodirajućem regionu gena (Okitsu et al., 

2010).  

U daljem toku analize, ispitan je profil depozicije markera H3K79me2 na 

regionu III (kodirajući region gena SOX3). Pokazano je da je ova modifikacija povezana 

sa učešćem RNK Pol II u fazi elongacije transkripcije (Zentner & Henikoff, 2013, 

Jonkers et al., 2014). Nakon indukcije neuralne diferencijacije primećen je trend 

pojačanog obogaćivanja ovom modifikacijom, što je u saglasnosti sa podacima koji 

ukazuju da je H3K79me2 prisutna u regionima egzona i da pospešuje fazu elongacije 

(Jonkers et al., 2014). Interesantno je da je kodirajući region gena SOX3 bogat ovim 

markerom i u danu 7 tretmana retinoičnom kiselinom (Slika 21 C)., odnosno u fazi sa 

najnižom ekspresijom SOX3 (Slika 16).  
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Slika 21. Profili modifikacija histona 3 (H3) na humanom genu SOX3 tokom 

ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija. (A) Shematski prikaz regiona 

od -673 do +606 humanog gena SOX3 sa analiziranim regionima I, II i III. Pozicije 

analiziranih regiona naznačene su u odnosu na TSS. Kodirajući region označen je 

sivo. (B) Rezultati ChIP-qPCR analiza za modifikaciju H3K4me3 koji odgovaraju 

regionima označenim na panelu A. (C) Rezultati ChIP-qPCR analiza za 

modifikaciju H3K79me2 koji odgovaraju regionu označenom na panelu A. 

Obogaćivanje je izračunato relativno u odnosu na Flag i normalizovano na H3. 

Obogaćivanju u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama dodeljena je vrednost 1 i ostali 

uzorci su normalizovani u odnosu na ovaj uzorak. Svaki ChIP eksperiment 

ponovljen je 3 puta (biološki replikati) dok su qPCR reakcije rađene kao duplikati. 

Rezultati su predstvljeni kao srednja vrednost ± SD, *P<0.05. 

 

4.5. Analiza profila modifikacija histona 2B (H2B) na humanom genu SOX3 

tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

Ispitivanje histonskih markera na humanom genu SOX3 nastavljeno je analizom 

odabranih H2B modifikacija primenom ChIP-qPCR-a na način opisan u odeljcima 

3.2.15 i 3.2.16. Ispitani su nivoi acetilacije lizina 5, 16 i 120 na histonu H2B tokom 

inicijalnih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom 

kiselinom tokom 2, 4 i 7 dana. Vrednosti relativnog obogaćivanja (zastupljenosti) ciljne 



63 

 

sekvence DNK za svaku pojedinačnu histonsku PTM (H2BK5ac, H2BK16ac i 

H2BK120ac) normalizovane su u odnosu na vrednosti relativnog obogaćivanja ukupnog 

histona H2B za isti hromatinski uzorak. U cilju poređenja profila odabranih histonskih 

modifikacija tokom neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija, vrednostima relativnog 

obogaćivanja u neindukovanim ćelijama dodeljena je vrednost 1, dok su ostali uzorci 

normalizovani u odnosu na ovu vrednost. 

Iz literature je poznato da acetilacija lizinskih ostataka neutrališe negativno 

naelektrisanje histona, što za posledicu ima lokalnu relaksaciju hromatina i olakšan 

pristup molekulu DNK, odnosno olakšanu aktivaciju transkripcije (Grunstein, 1997, 

Legube & Trouche, 2003). Promene distribucije H2BK16ac i H2BK120ac na regionu I 

(uzvodno od TSS-a) korelišu sa ekspresionim profilom SOX3, sa najvećim prisustvom 

pomenutih markera u danu 2 neuralne diferencijacije (Slika 22 B-D, paneli levo). Za 

sva 3 analizirana markera na ovom regionu detektovano je smanjenje 7. dana indukcije 

diferencijacije, u fazi sa minimumom ekspresije gena SOX3 (Slika 22 B-D, paneli levo). 

Sa druge strane, na regionu II (region minimalnog promotora gena SOX3) 

detektovano je statistički značajno smanjenje prisustva H2BK16ac, H2BK120ac i 

H2BK5ac modifikacija u danima 4 i 7 neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija (Slika 22 

B-D, srednji paneli). Nasuprot očekivanjima, u danu 2 tretmana retinoičnom kiselinom 

kada nivo ekspresije gena SOX3 dostiže svoj maksimum nije detektovan porast 

acetilacije histona H2B.  

Distribucija H2B-acetil markera na regionu III (kodirajući region gena SOX3) ne 

odgovara ekspresionom profilu gena SOX3, slično rezultatima dobijenim za region II 

(region minimalnog promotora) (Slika 22 B-D, paneli desno). Modifikacije 

H2BK120ac i H2BK5ac najmanje su zastupljene u 7. danu indukcije retinoičnom 

kiselinom, dok za H2BK16ac nisu uočene statistički značajne promene. Imajući u vidu 

navedene rezultate, zaključeno je da je acetilacija H2B histona u regionu I (uzvodno od 

TSS-a ) potencijalno spregnuta sa promenama u ekspresiji gena SOX3 do kojih dolazi 

nakon indukcije neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom.  
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Slika 22. Profili modifikacija histona 2B (H2B) na humanom genu SOX3 tokom 

ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija. (A) Shematski prikaz regiona 

od -673 do +606 humanog gena SOX3 sa analiziranim regionima I, II i III. Pozicije 

analiziranih regiona naznačene su u odnosu na TSS. Kodirajući region označen je 

sivo. Rezultati ChIP-qPCR analiza za modifikacije H2BK16ac (B), H2BK120ac (C) 

i H2BK5ac (D) koji odgovaraju regionima označenim na panelu A. Obogaćivanje je 

izračunato relativno u odnosu na Flag i normalizovano na H2B. Obogaćivanju u 

nediferenciranim NT2/D1 ćelijama dodeljena je vrednost 1 i ostali uzorci su 

normalizovani u odnosu na ovaj uzorak. Svaki ChIP eksperiment ponovljen je 3  

puta (biološki replikati) dok su qPCR reakcije rađene kao duplikati. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost ± SD, *P<0.05. 
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4.6. Analiza ekspresije humanog gena SOX1 tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

Brojne studije pokazale su da je SOX1 jedan od markera neuralne diferencijacije 

čija se transkripcija aktivira indukcijom diferencijacije (Pevny et al., 1998, Baharvand 

et al., 2007, Abranches et al., 2009). U ovoj studiji, ekspresioni profil gena SOX1 tokom 

inicijalnih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija ispitan je tehnikama RT-PCR-a i 

Western blot-a. U nediferenciranim NT2/D1 ćelijama detektovan je nizak nivo 

ekspresije SOX1 iRNK (Slika 23 A, B) i SOX1 proteina (Slika 23 C, D). U danu 4 

indukcije retinoičnom kiselinom dolazi do statistički značajnog porasta ekspresije gena 

SOX1 od oko 4 puta u odnosu na neindukovane NT2/D1 ćelije (Slika 23). Ekspresija se 

održava na visokom nivou i u danu 7 neuralne diferencijacije (Slika 23). Dobijeni 

rezultati potvrđuju da gen SOX1 odgovara aktivacijom na inicijaciju difrencijacije 

NT2/D1 ćelija.  

 
 

 

Slika 23. Analiza ekspresije humanog gena SOX1 tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija. (A) RT-PCR analiza relativne ekspresije gena SOX1 

iRNK tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih 
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retinoičnom kiselinom tokom 2, 4 i 7 dana. Relativni nivo ekspresije SOX1 izražen 

je u odnosu na ekspresiju GAPDH i normalizovan u odnosu na nivo ekspresije u 

netretiranim NT2/D1 ćelijama. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti ± S.D. iz 

najmanje tri nezavisne neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija; *P < 0.05. (B) 

Reprezentativni primer RT-PCR analize ekspresije gena SOX1 tokom ranih faza 

neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovane retinoičnom kiselinom tokom 2, 

4 i 7 dana. GAPDH je korišćen kao kontrola količine cDNK unete u svaku reakciju. 

(C) Western blot analiza relativne ekspresije proteina SOX1 tokom ranih faza 

neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom tokom 2, 

4 i 7 dana. Relativni nivo proteina SOX1 izražen je u odnosu na α-tubulin i 

normalizovan u odnosu na nivo u netretiranim NT2/D1 ćelijama. Na grafiku su 

prikazane srednje vrednosti ± S.D. iz najmanje tri nezavisne neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija; *P < 0.05. (D) Reprezentativni primer Western blot 

analize ekspresije SOX1 proteina tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 

ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom tokom 2, 4 i 7 dana. α-tubulin je korišćen 

kao kontrola količine proteina u svakoj reakciji. 

 

4.7. Analiza metilacionog statusa promotora humanog gena SOX1 tokom 

ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

Analiza metilacionog statusa humanog gena SOX1 ograničena je na studije u 

različitim tipovima maligniteta gde SOX1 ima ulogu tumor supresora, uključujući 

hepatocelularni karcinom (Tsao et al., 2012), kancer cerviksa (Lin et al., 2013) i 

nazofaringealni karcinom (Tsao et al., 2012, Lin et al., 2013, Guan et al., 2014), dok u 

tumorima glioblastoma ima ulogu onkogena (Marjanovic Vicentic et al., 2019). 

Pretraga literature nije dala relevantne podatke za metilacione profile SOX1 u procesu 

neuralne diferencijacije. Stoga se pristupilo MSP analizi metilacionog statusa promotora 

humanog gena SOX1 u prethodno definisanim vremenskim intervalima neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovane retinoičnom kiselinom. Metodologijom 

opisanom u odeljku 3.2.14. programom MethPrimer analizirana je DNK sekvenca -788 

bp do +234 bp u odnosu na SOX1 TSS (Slika 24 A, B). Detektovano je CpG ostrvo na 

poziciji -490 bp do +180 bp, koje obuhvata SOX1 TSS (Slika 24 A, B). MPS analiza je 

pokazala da su, korišćenjem seta oligonukleotida koji umnožavaju nemetilovanu 

promotorsku sekvencu SOX1, detektovani produkti (na Slici 24 C označeni kao N), dok 

produkti amplifikacije oligonukleotidima koji umnožavaju metilovanu sekvencu nisu 

detektovani (na Slici 24 C označeni kao M). Izveden je zaključak da je promotor 

humanog gena SOX1 nemetilovan u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama i da se nizak 

nivo metilacije DNK održava i nakon indukcije neuralne diferencijacije. 
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Slika 24. Analiza metilacionog statusa promotorskog regiona humanog gena 

SOX1. (A) Lokalizacija CpG ostrva u okviru promotora humanog gena SOX1 

definisana MethPrimer programom. (B) Shematski prikaz analiziranog SOX1 

promotorskog regiona. Brojevi (-788/+234) predstavljaju pozicije nukleotida na 

krajevima analizirane sekvence u odnosu na SOX1 TSS (+1). CpG ostrvo prikazano 

je kao beli pravougaonik. Brojevima su označene pozicije CpG ostrva ( -

490bp/+180). (C) MSP analiza metilacije CpG ostrva SOX1 promotora u 

netretiranim NT2/D1 ćelijama i ćelijama tretiranim retinoičnom kiselinom u 

označenim vremenskim intervalima (2, 4 i 7 dana). PCR produkti koji odgovaraju 

metilovanoj (M) i nemetilovanoj (N) ciljnoj sekvenci razdvojeni su elektroforetski 

na agaroznom gelu. m – marker molekulske težine, K – vodena kontrola.  
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4.8. Analiza profila modifikacija histona 3 (H3) i histona 2B (H2B) na 

humanom genu SOX1 tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

Imajući u vidu da je promotor gena SOX1 nemetilovan u svim ispitivanim 

vremenskim intervalima, dalja istraživanja usmerena su na analizu profila odabranih 

histonskih PTM na promotorskom regionu ovog gena tokom inicijacije neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom tokom 2, 4 i 7 dana 

metodologijom opisanom u odeljcima 3.2.15 i 3.2.16. Region za analizu odabran je 

vizualizacijom humanog gena SOX1 korišćenjem UCSC Genome Browser-a 

(http://genome.ucsc.edu/index.html) (Consortium, 2012), a imajući u vidu parametre za 

dizajn oligonukleotida definisane programom Primer3. Ispitivanje zastupljenosti 

H3K4me3 modifikacije pokazalo je da u danu 2 indukovane neuralne diferencijacije 

dolazi do pojačane depozicije ovog markera na analiziranom promotoru (Slika 25 B). U 

narednim danima tretmana retinoičnom kiselinom dolazi do smanjenja nivoa markera 

H3K4me3, što sugeriše da promena u depoziciji ove histonske PTM na posmatranom 

regionu nije u korelaciji sa transkripcionom aktivacijom gena SOX1. Takođe, uočeno je 

da je proces neuralne diferencijacije praćen značajnim padom prisustva H2B-acetil 

markera (Slika 25 B). Dobijeni podaci ukazuju da acetilacija histona H2B u regionu 

promotora gena SOX1 ne doprinosi njegovoj aktivaciji indukovanoj retinoičnom 

kiselinom. 

 

 

http://genome.ucsc.edu/index.html
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Slika 25. Profili modifikacija histona 3 (H3) H3 i 2B (H2B) na humanom genu 

SOX1 tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija. (A) Shematski 

prikaz analiziranog regiona (-82 do +90, u odnosu na TSS) humanog gena SOX1. 

(B) Rezultati ChIP-qPCR analiza za modifikacije H3K4me3, H2BK16ac, 

H2BK120ac i H2BK5ac. Relativno obogaćivanje je izračunato u odnosu na Flag 

reakciju i normalizovano na H3/H2B. Obogaćivanju u nediferenciranim NT2/D1 

ćelijama dodeljena je vrednost 1 i ostali uzorci su normalizovani u odnosu na ovaj 

uzorak. Svaki ChIP eksperiment ponovljen je 3 puta (biološki replikati) dok su 

qPCR reakcije rađene kao duplikati. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost 

± SD, *P<0.05.  
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4.9. Analiza ekspresije humanog gena SOX2 tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

Humani gen SOX2 predstavlja jedan od ključnih faktora pluripotentnosti i 

samoobnavljanja (Graham et al., 2003, Wegner, 2010, Rogers et al., 2013). Pokazano je 

da je Sox2 eksprimiran u neuroepitelijalnim prekursorskim ćelijama miša kako tokom 

razvića CNS-a, tako i u adultnom mozgu, gde reguliše identitet, preživljavanje i 

opredeljivanje progenitorskih ćelija (Collignon et al., 1996, Rogers et al., 2013). 

U ovoj studiji, ekspresija gena SOX2 ispitana je tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom. Detektovan je visok 

nivo ekspresije gena SOX2 u nediferenciranim ćelijama (Slika 26), što ukazuje na 

pluripotentno stanje neindukovanih NT2/D1 ćelija. Dva dana nakon početka tretmana 

retinoičnom kiselinom dolazi do statistički značajnog smanjenja ekspresije gena SOX2 

koje se održava i u narednim danima tretmana (Slika 26) sa manjim fluktuacijama na 

proteinskom nivou (Slika 26 B). Ovi rezultati ukazuju na gubitak pluripotentnosti i 

aktivaciju neuralnog programa diferencijacije ovih ćelija (Stevanovic, 2003). 

Interesantno je i zapažanje da ni u poslednjem analiziranom danu indukcije retinoičnom 

kiselinom (7. dan) ne dolazi do potpunog gubitka ekspresije SOX2 (Slika 26).  

 

 
 

 

Slika 26. Analiza ekspresije humanog gena SOX2 tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija. (A) qPCR analiza relativne ekspresije gena SOX2 

tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom 
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kiselinom tokom 2, 4 i 7 dana. Relativni nivo ekspresije SOX2 izražen je u odnosu 

na nivo ekspresije GAPDH i normalizovan u odnosu na nivo u netretiranim NT2/D1 

ćelijama. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti ± S.D. iz najmanje tri nezavisne 

neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija; *P < 0.05. (B) Western blot analiza 

relativne ekspresije proteina SOX2 tokom ranih faza neuralne diferencijacije 

NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom tokom 2, 4 i 7 dana. Relativni 

nivo proteina SOX2 izražen je u odnosu na α-tubulin i normalizovan u odnosu na 

nivo u netretiranim NT2/D1 ćelijama. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti ± 

S.D. iz najmanje tri nezavisne neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija; *P < 0.05. 

(C) Reprezentativni primer Western blot analize ekspresije SOX2 proteina tokom 

ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom 

kiselinom tokom 2, 4 i 7 dana. α-tubulin je korišćen kao kontrola količine proteina 

u svakoj reakciji.  

 

4.10. Analiza profila modifikacija histona 3 (H3) i histona 2B (H2B) na 

humanom genu SOX2 tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

Imajući u vidu pad ekspresije gena SOX2 koji prati inicijalnu fazu neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom, naredni korak u ovoj 

studiji predstavljalo je ispitivanje epigenetičkih mehanizama kojima je aktivnost 

pomenutog gena regulisana. Imajući u vidu literaturne podatke koji ukazuju da 

regulatorni regioni SOX2 ostaju nemetilovani celim tokom neuralne diferencijacije 

embrionalnih karcinomskih ćelija (Sikorska et al., 2008, Barrand & Collas, 2010), 

ispitane su odabrane histonske PTM na histonima H3 i H2B i utvrđeni njihovi profili na 

promotoru gena SOX2 u već definisanim eksperimentalnim uslovima. Region za analizu 

odabran je vizualizacijom humanog gena SOX2 korišćenjem UCSC Genome Browser-a 

(http://genome.ucsc.edu/index.html) (Consortium, 2012), a imajući u vidu parametre za 

dizajn oligonukleotida definisane programom Primer3. 

Inicijacija neuralne diferencijacije praćena je blagim, statistički značajnim 

padom prisustva H3K4me3, H2BK16ac i H2BK120ac na promotorskom regionu gena 

SOX2 (Slika 27 B). Najizraženije promene vidljive su na nivou H2BK5ac markera koji 

se pojačano uklanja sa SOX2 promotora u danu 2 indukcije retinoičnom kiselinom 

(Slika 27 B). Ovaj trenutak koincidira sa najnižom ekspresijom SOX2 (Slika 26), što 

ukazuje na moguću vezu između deacetilacije H2BK5 rezidue i odgovora gena na 

indukciju retinoičnom kiselinom. Takođe, izostanak promene depozicije H2BK5ac 

modifikacije na promotoru SOX3 u danu 2 neuralne diferencijacije (Slika 22), implicira 

postojanje razlika u epigenetičkoj regulaciji ekspresije ova dva gena. 

 

http://genome.ucsc.edu/index.html
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Slika 27. Profili modifikacija histona 3 (H3) i histona 2B (H2B) na humanom 

genu SOX2 tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija. (A) 
Shematski prikaz humanog gena SOX2 sa analiziranim regionom čija je pozicija 

naznačena u odnosu na TSS. (B) Rezultati ChIP-qPCR analiza za modifikacije 

H3K4me3, H2BK16ac, H2BK120ac i H2BK5ac. Relativno obogaćivanje je 

izračunato u odnosu na Flag reakciju i normalizovano na H3/H2B. Obogaćivanju u 

nediferenciranim NT2/D1 ćelijama dodeljena je vrednost 1 i ostali uzorci su 

normalizovani u odnosu na ovaj uzorak. Svaki ChIP eksperiment ponovljen je 3 

puta (biološki replikati) dok su qPCR reakcije rađene kao duplikati. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost ± SD, *P<0.05 
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4.11. Analiza ekspresije proteina OCT4 i NANOG tokom ranih faza 

neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

Centralni „igrači“ u miljeu transkripcionih faktora koji kontrolišu procese 

samoobnavljanja i pluripotentnosti su SOX2, OCT4 i NANOG (Boyer et al., 2005, Loh 

& Lim, 2011). Ova studija, kao i studije drugih autora (Houldsworth et al., 2002, 

Stevanovic, 2003, Deb-Rinker et al., 2005), pokazala je da su rane faze neuralne 

diferencijacije praćene dramatičnim promenama u ekspresiji regulatora pluripotentnosti, 

kao i neuralnih markera. Imajući u vidu, sa jedne strane, značaj markera pluripotentnosti 

i sa druge strane ulogu SOXB1 gena u pravilnoj aktivaciji pro-neuralnog programa, bilo 

je interesantno ispitati pomenute profile histonskih PTM i na genima OCT4 i NANOG. 

Kako je prikazano na Slici 28, u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama detektovan 

je visok nivo proteina OCT4, u skladu sa pluripotentnim statusom ovih ćelija. U danu 2 

tretmana retinoičnom kiselinom dolazi do značajnog pada ekspresije proteina OCT4 

(Slika 28 A, B), što ukazuje na izlazak ćelija iz stanja pluripotentnosti i početak 

opredeljivanja ćelija. U narednim danima tretmana retinoičnom kiselinom (4dRK i 

7dRK) nije detektovana ekspresija OCT4 (Slika 28 A, B). Imunocitohemijskom 

analizom u jedrima nediferenciranih NT2/D1 ćelija detektovana je ekspresija proteina 

OCT4 visokog intenziteta (Slika 28 C). Nakon 2 dana indukcije retinoičnom kiselinom 

intenzitet signala opada (Slika 28 C) da bi u narednim danima diferencijacije (4dRK i 

7dRK) došlo do daljeg utišavanja ekspresije proteina OCT4 (Slika 28 C). 
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Slika 28. Analiza ekspresije proteina OCT4 tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija. (A) Relativna ekspresija proteina OCT4 tokom 

ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovane retinoičnom 

kiselinom tokom 2, 4 i 7 dana. Relativni nivo proteina OCT4 izražen je u odnosu na 

GAPDH i normalizovan u odnosu na nivo u netretiranim NT2/D1 ćelijama.  Na 

grafiku su prikazane srednje vrednosti ± S.D. iz najmanje tri neuralne 

diferencijacije; *P < 0.05. (B) Reprezentativni primer Western blot analize 

ekspresije proteina OCT4. GAPDH je korišćen kao kontrola količine proteina 

unetih u svaku reakciju. (C) Imunocitohemijska analiza ekspresije proteina OCT4 u 

nediferenciranim NT2/D1 ćelijama i NT2/D1 ćelijama tretiranim retinoičnom kiselinom 

tokom 2, 4 i 7 dana. Ćelijska jedra su vizualizovana DAPI bojenjem. Skala: 50µm. 

 

Profil ekspresije proteina NANOG u Western blot analizi sličan je profilu 

ekspresije proteina OCT4, sa visokim nivoom u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama, 

padom nakon 2 dana tretmana retinoičnom kiselinom, dok u 4. i 7. danu tretmana 

retinoičnom kiselinom ekspresija proteina NANOG nije detektovana (Slika 29 A, B). 

Imunocitohemijska analiza pokazuje visoku ekspresiju proteina NANOG u jedrima 

nediferenciranih NT2/D1 ćelija (Slika 29 C), što je u skladu sa rezultatima prethodnih 
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studija u pluripotentim matičnim ćelijama (Kalmar et al., 2009, Torres-Padilla & 

Chambers, 2014). Sa početkom neuralne indukcije ekspresija NANOG proteina opada, 

ali se nakon 7 dana tretmana i dalje uočavaju ćelije koje eksprimiraju ovaj protein 

(Slika 29 C). 

 

 

Slika 29. Analiza ekspresije proteina NANOG tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija. (A) Relativna ekspresija proteina NANOG tokom 

ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovane retinoičnom 

kiselinom tokom 2, 4 i 7 dana. Relativni nivo proteina NANOG izražen je u odnosu 

na α-tubulin i normalizovan u odnosu na nivo u netretiranim NT2/D1 ćelijama. Na 

grafiku su prikazane srednje vrednosti ± S.D. iz najmanje tri neuralne 

diferencijacije; *P < 0.05. (B) Reprezentativni primer Western blot analize 

ekspresije proteina NANOG. α-tubulin je korišćen kao kontrola količine proteina 

unetih u svaku reakciju. (C) Imunocitohemijska analiza ekspresije proteina NANOG u 

nediferenciranim NT2/D1 ćelijama i NT2/D1 ćelijama tretiranim retinoičnom kiselinom 

tokom 2, 4 i 7 dana. Ćelijska jedra su vizualizovana DAPI bojenjem. Skala: 50µm. 
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Detektovani ekspresioni profili gena OCT4 i NANOG ukazuju na postojanje 

mehanizama regulacije njihove ekspresije čije se delovanje ispoljava u prvim danima 

neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom. Literaturni 

podaci pokazuju da su u NT2/D1 ćelijama 5'-regulatorne sekvence gena OCT4 i 

NANOG nemetilovane u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama, da bi od dana 4 neuralne 

diferencijacije došlo do postepenog porasta stepena metilacije DNK (Deb-Rinker et al., 

2005). Stoga u ovoj studiji metilacija promotorskih regiona pomenutih gena nije 

analizirana, već su ispitani profili odabranih histonskih modifikacija na ovim regionima 

tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija.  

 

4.12. Analiza profila modifikacija histona 3 (H3) i histona 2B (H2B) na 

humanom genu OCT4 tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

U daljem toku studije pristupilo se analizi odabranih H3 i H2B PTM na 

promotorskom regionu humanog gena OCT4 metodom opisanom u prethodnim 

odeljcima. Region za analizu odabran je vizualizacijom humanog gena OCT4 

korišćenjem UCSC Genome Browser-a (http://genome.ucsc.edu/index.html) 

(Consortium, 2012), a imajući u vidu parametre za dizajn oligonukleotida definisane 

programom Primer3. U nediferenciranim NT2/D1 ćelijama detektovan je visok nivo 

H3K4me3 (Slika 30 B), markera asociranog sa aktivno transkribujućim genima 

(Mikkelsen et al., 2007). Do statistički značajnog pada prisustva ovog markera došlo je 

u danu 2 indukcije retinoičnom kiselinom, da bi se ovaj trend nastavio i u narednim 

danima diferencijacije, paralelno sa padom ekspresije OCT4 (Slika 30 B). Analiza 

profila H2BK5ac i H2BK120ac modifikacija pokazala je da se ovi markeri uklanjaju sa 

promotora gena OCT4 po indukciji neuralne diferencijacije, sa najnižim nivoima u 4. i 

7. danu tretmana (Slika 30 B), ukazujući na potencijalno značajnu ulogu acetilacije 

H2BK5 i H2BK120 rezidua u regulaciji ekspresije gena OCT4. Detektovane promene u 

kinetici H2BK16ac markera (Slika 30 B) nisu se pokazale relevantnim u odnosu na 

ekspresioni profil OCT4, čime je zaključeno da ova modifikacija nema značajnu ulogu 

u ranom odgovoru gena OCT4 na indukciju neuralne diferencijacije.  

http://genome.ucsc.edu/index.html
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Slika 30. Profili modifikacija histona 3 (H3) i histona 2B (H2B) na 

promotorskom regionu humanog gena OCT4 tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija. (A) Shematski prikaz regiona od -214 do -53 

humanog gena OCT4 (pozicija naznačena u odnosu na TSS). (B) Rezultati ChIP-

qPCR analiza za modifikacije H3K4me3, H2BK16ac, H2BK120ac i H2BK5ac. 

Relativno obogaćivanje je izračunato u odnosu na Flag i normalizovano na 

H3/H2B. Obogaćivanju u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama dodeljena je vrednost 

1 i ostali uzorci su normalizovani u odnosu na ovaj uzorak. Svaki ChIP eksperiment 

ponovljen je 3 puta (biološki replikati) dok su qPCR reakcije rađene kao duplikati. 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SD, *P<0.05. 
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4.13. Analiza profila modifikacija histona 3 (H3) i histona 2B (H2B) na 

humanom genu NANOG tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

Analiza histonskih PTM na promotoru humanog gena NANOG u ranim fazama 

neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija urađena je na način prethodno opisan za ostale 

analizirane gene. Region za analizu odabran je vizualizacijom humanog gena NANOG 

korišćenjem UCSC Genome Browser-a (http://genome.ucsc.edu/index.html) 

(Consortium, 2012), a imajući u vidu parametre za dizajn oligonukleotida definisane 

programom Primer3. Detektovana kinetika H3K4me3 markera slična je prethodno 

utvrđenom profilu na promotoru gena OCT4, sa značajnim padom u depoziciji ove 

modifikacije na početku i tokom tretmana retinoičnom kiselinom (Slika 31 B). Ovaj pad 

dešava se paralelno sa padom u ekspresiji proteina NANOG i odslikava važnu ulogu 

metilacije H3K4 ostataka u transkripcionoj aktivnosti ovog gena. Slično, pokazano je da 

tokom inicijacije neuralne diferencijacije dolazi do snižavanja nivoa H2K5ac 

modifikacije na promotoru gena NANOG, dok za H2BK120ac detektovani pad nije 

toliko izražen kao u slučaju OCT4 (Slika 31 B). Interesantno je i zapažanje da 

acetilacija H2BK16 ostataka na promotoru gena NANOG prati pad u ekspresiji ovog 

gena indukovanog neuralnom diferencijacijom, za razliku od profila ovog markera na 

promotoru OCT4. Zaključeno je da pored izrazitih sličnosti u histonskim „pejzažima“ 

ova dva gena, za pojedinačne histonske markere prisutne su razlike u izmenama tokom 

opredeljivanja ćelija ka neuralnim progenitorima. 

http://genome.ucsc.edu/index.html
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Slika 31. Profili modifikacija histona 3 (H3) i histona 2B (H2B) na 

promotorskom regionu humanog gena NANOG tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija. (A) Shematski prikaz regiona od -366 do -160 

humanog gena NANOG (pozicija naznačena u odnosu na TSS). (B) Rezultati ChIP-

qPCR analiza za modifikacije H3K4me3, H2BK16ac, H2BK120ac i H2BK5ac. 

Relativno obogaćivanje je izračunato u odnosu na Flag reakciju i normalizovano na 

H3/H2B. Obogaćivanju u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama dodeljena je vrednost 

1 i ostali uzorci su normalizovani u odnosu na ovaj uzorak. Svaki ChIP eksperiment 

ponovljen je 3 puta (biološki replikati) dok su qPCR reakcije rađene kao duplikati. 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SD, *P<0.05. 
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4.14. In silico analiza odabranih histonskih modifikacija na humanim 

genima SOX1 i SOX3 i genima faktorima pluripotentnosti (SOX2, OCT4, NANOG) 

u H1 liniji humanih embrionalnih matičnih ćelija 

 

Imajući u vidu da je kompleksnost histonskog koda uslovljena tipom ćelija i 

sredinskim faktorima, od velikog je značaja ispitati histonske obrasce na genima SOX1 i 

SOX3 i genima faktorima pluripotentnosti (SOX2, OCT4, NANOG) i u drugom 

ćelijskom tipu. Stoga se pristupilo bioinformatičkoj analizi i pretrazi dostupnih podataka 

deponovanih u ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) bazi 

(www.encodeproject.org). ENCODE predstavlja međunarodni projekat nastao sa ciljem 

katalogizacije svih funkcionalnih elemenata genoma, čija je pretraga omogućena 

integrativnim pretraživačima. U cilju vizualizacije podataka relevantnih za ovu studiju, 

korišćen je UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/index.html) na verziji 

humanog genoma GRCh37/hg19 (Consortium, 2012). Pretraženi su setovi rezultata 

dobijenih iz ChIP-Seq studija ENCODE/Broad Instituta (ENC Histone), pri čemu su 

kao kriterijumi pretrage unete odabrane histonske PTM na genima SOX1, SOX2, SOX3, 

OCT4 i NANOG (Consortium, 2012). Imajući u vidu da NT2/D1 ćelije dele brojne 

morfološke i imunofenotipske karakteristike sa linijama humanih embrionalnih matičnih 

ćelija (Andrews, 1984), za in silico analizu je korišćena H1 linija humanih embrionalnih 

matičnih ćelija (Thomson et al., 1998). Setovi podataka dobijeni pretragom UCSC 

Genome Browser-a za gene SOX1, SOX2, OCT4 i NANOG prikazani su na Slikama p1, 

p2, p3 i p4 u odeljku Prilozi. Primer ove analize za gen SOX3 prikazan je na Slici 32. 

Rezultati analize sumirani su u Tabeli 7. 

http://www.encodeproject.org/
http://genome.ucsc.edu/index.html
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SOX1 SOX3 SOX2 OCT4 NANOG 

H2A.Z + - - + + 

H3K4me1 + - - + + 

H3K4me2 ++ ++ ++ ++ ++ 

H3K4me3 + ++ ++ ++ ++ 

H3K9ac 
- + ++ ++ + 

H3K9me3 - - - - - 

H3K27ac 
- - ++ ++ - 

H3K27me3 
++ + - - - 

H3K36me3 
- + - + + 

H3K79me2 - ++ + ++ ++ 

H4K20me1 - - - + - 

 

Tabela 7. Histonske modifikacije u regionima koji okružuju gene SOX1, SOX2, 

SOX3, OCT4 i NANOG u H1 liniji humanih embrionalnih matičnih ćelija.  

Setovi podataka dobijeni su pretragom UCSC Genome Browser-a. Od vrha ka dnu 

prikazani su: H2A.Z; markeri asocirani sa pojačivačima i promotorima – H3K4me1, 

H3K4me2 i H3K4me3; aktivirajući markeri H3K9ac, H3K9me3 i H3K27ac; 

reprimirajući marker H3K27me3; markeri kodirajućih regiona H3K36me3, 

H3K79me2 i H4K20me1. ++ modifikacija je visoko zastupljena; + modifikacija je 

prisutna; - modifikacija je odsutna na analiziranom regionu. Crvenom bojom 

označeno je prisustvo reprimirajuće histonske PTM, zelenom bojom prisustvo 

aktivirajuće histonske PTM, a sivom odsutnu modifikaciju.  
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Detektovani su ChIP-Seq signali za H3K4me2 i H3K4me3 na promotorima i 

kodirajućim regionima gena SOX1 (Slika p1) i SOX3 (Slika 32). Markeri tipični za 

aktivne promotore (H3K9ac i H3K27ac) i kodirajuće regione (H3K36me3 i 

H4K20me1) su odsutni sa promotorskih, odnosno kodirajućih delova gena SOX1 (Slika 

p1, Odeljak 8. Prilozi) i SOX3 (Slika 32), dok je H3K79me2 slabo zastupljen u 

kodirajućim regionima ovih gena (Slike p1, Odeljak 8. Prilozi i 32). Histonska varijanta 

H2A.Z, prisutna u nukleozomima pozicioniranim oko TSS, i u korelaciji sa 

transkripciono aktivnim genima (Bargaje et al., 2012), takođe je slabo zastupljena na 

promotorima gena SOX1 (Slika p1, Odeljak 8. Prilozi) i SOX3 (Slika 32). Signali za 

reprimirajuću modifikaciju H3K27me3 prisutni su na promotorima gena SOX1 (Slika 

p1, Odeljak 8. Prilozi) i SOX3 (Slika 32). Detektovani histonski obrazac tipičan je za 

gene sa slabom transkripcionom aktivnošću i sa permisivnim promotorima, koji su 

spremni za brzu aktivaciju po dejstvu indukcionog signala, čemu u prilog ide i nizak 

nivo ekspresije SOX1 i SOX3 u humanim embrionalnim matičnim ćelijama (Wang et 

al., 2012). 

 

 
 

Slika 32. Histonske modifikacije u regionu koji okružuje gen SOX3 u H1 liniji 

humanih embrionalnih matičnih ćelija (označene kao H1-hESC). Setovi 

podataka dobijeni su pretragom UCSC Genome Browser-a. Od vrha ka dnu 
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prikazani su: H2A.Z; markeri asocirani sa pojačivačima i promotorima – H3K4me1, 

H3K4me2 i H3K4me3; aktivirajući markeri H3K9ac, H3K9me3 i H3K27ac; 

reprimirajući marker H3K27me3; markeri kodirajućih regiona H3K36me3, 

H3K79me2 i H4K20me1. Strelice u prvoj traci označavaju smer transkripcije.  

Kako je prikazano na Slikama p2, p3 i p4 (Odeljak 8. Prilozi), u promotorskim i 

kodirajućim regionima gena faktora pluripotentnosti (SOX2, OCT4 i NANOG) 

detektovani su signali za aktivirajuće histonske markere H3K4me3, H3K9ac, H3K27ac 

i H3K79me2, kao i odsustvo reprimirajućih modifikacija H3K9me3 i H3K27me3 

(Tabela 7). Ovakav histonski „pejzaž“ tipičan je za veoma aktivne gene i u skladu je sa 

visokom ekspresijom gena SOX2, OCT4 i NANOG u pluripotentnim tipovima ćelija. 
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5. DISKUSIJA 

5.1. Dinamika ekspresije gena SOX1 i SOX3 i gena faktora pluripotentnosti 

(SOX2, OCT4, NANOG) u ranim fazama neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

indukovane retinoičnom kiselinom 

 

Članovi SOXB1 genske familije (SOX1, SOX2 i SOX3) predstavljaju faktore sa 

ključnim ulogama u procesu neurogeneze kičmenjaka (Rex et al., 1997, Bergsland et 

al., 2011, Reiprich & Wegner, 2015). Eksprimirani su u neuralnim progenitorima gde 

suprimiraju aktivnost proneuralnih proteina i održavaju progenitore u nediferenciranom 

stanju (Bylund et al., 2003, Graham et al., 2003, Pevny & Placzek, 2005, Reiprich & 

Wegner, 2015). Održavanje proliferacije i stanja pluripotentnosti, kojima je definisan 

identitet matičnih ćelija, zavisi od kompleksne mreže regulatornih faktora, čije su 

ključne komponente geni OCT4, SOX2 i NANOG, koji formiraju jezgro ove mreže 

(Boyer et al., 2005, Loh et al., 2006). Precizno kontrolisane interakcije između 

pomenutih faktora, njihovih ciljnih gena i proteinskih partnera omogućavaju pravilno 

opredeljivanje ćelija i progresiju razvojnih procesa, što se ostvaruje kroz izmene u 

globalnoj genskoj regulaciji (pregled u (Boyer et al., 2005)). Imajući u vidu da geni 

OCT4, NANOG i SOX2 formiraju funkcionalni “trijumvirat” transkripcionih faktora 

regulatora pluripotentnosti, kao i da se ovoj mreži pridružuju geni SOX1 i SOX3, u ovoj 

tezi je ispitana dinamika ekpresije pomenutih gena u inicijalnim fazama neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom. 

Literaturni podaci ukazuju da je aktivnost gena SOXB1 neophodna na početnim 

stadijumima humane neurogeneze, a geni SOX3 i SOX1 su prepoznati kao najraniji 

neuralni markeri kičmenjaka (Pevny et al., 1998, Brunelli et al., 2003, Stevanovic, 

2003, Baharvand et al., 2007, Abranches et al., 2009). Tokom embriogeneze miša i 

pacova ekspresija proteina SOX1 detektuje se u trenutku neuralne indukcije i 

ograničena je na ćelije ektoderma opredeljene ka neuralnim ćelijskim tipovima, a zatim 

biva utišana u neuralnim ćelijama koje su terminalno diferencirane (Pevny et al., 1998). 

U in vitro eksperimentima indukcija ekspresije proteina SOX1 detektovana je 24h 

nakon inicijacije neuralne diferencijacije P19 embrionalnih karcinomskih ćelija miša 

(McBurney & Rogers, 1982) dok ovaj protein nije detektovan u diferenciranim 

neuronima (Pevny et al., 1998). In vivo studije u embrionima pileta i miša ukazuju na 

predominantnu ekspresiju proteina SOX2 i SOX3 u nediferenciranim ćelijama 

neuralnog epitela CNS-a (Uwanogho et al., 1995, Collignon et al., 1996, Pevny & 

Lovell-Badge, 1997). Rane faze neuralne indukcije karakterišu se visokim nivoom 

proteina SOX2 i porastom ekspresije SOX3, dok su smanjenje proliferativnog 

kapaciteta i inicijacija diferencijacije ove populacije ćelija praćeni utišavanjem 

ekspresije ovih proteina (Uwanogho et al., 1995, Collignon et al., 1996, Pevny & 

Lovell-Badge, 1997). Northern blot analiza ekspresije gena SOX2 u NT2/D1 ćelijama 

tokom ranih faza neuralne diferencijacije je pokazala visok nivo SOX2 iRNK u 

nediferenciranim ćelijama (Stevanovic, 2003). Dva dana po dodavanju retinoične 

kiseline u medijum za gajenje ćelija dolazi do pada ekspresije SOX2 i ovaj, nizak nivo, 

se zatim održava nakon 7 i 14 dana tretmana retinoičnom kiselinom (Stevanovic, 2003). 

Istovremeno, u danu 2 neuralne diferencijacije uočen je tranzijentni porast SOX3 iRNK 

(Stevanovic, 2003).  
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Eksperimentalni podaci dobijeni u ovoj tezi u skladu su sa prethodno pomenutim 

studijama i jasno pokazuju da indukcija retinoičnom kiselinom uzrokuje dinamične 

promene u nivou proteina SOX1 (Slika 23) i SOX3 (Slika 16), kao i promene u 

ekspresiji faktora pluripotentnosti SOX2 (Slika 26), OCT4 (Slika 28) i NANOG (Slika 

29) već 48h nakon indukcije NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom. Ekspresija gena 

SOX1 (Slika 23) i SOX3 (Slika 16) je u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama na niskom 

nivou, dok je na ovom stadijumu detektovan visok nivo ekspresije gena SOX2 (Slika 

26). Porast nivoa ekspresije gena SOX3 (Slika 16) i SOX1 (Slika 23), kao i pad 

ekspresije gena SOX2 (Slika 26) do kojih dolazi nakon indukcije retinoičnom kiselinom 

jasno dokazuju da su najranije faze tretmana retinoičnom kiselinom od kritičnog značaja 

za transkripcionu aktivnost SOXB1 gena. Takođe, u pluripotentnim, nediferenciranim 

NT2/D1 ćelijama detektovan je visok nivo proteina OCT4 i NANOG (Slike 28 i 29), što 

je očekivano, imajući u vidu sličnost NT2/D1 sa humanim embrionalnim matičnim 

ćelijama (Chambers et al., 2003, Deb-Rinker et al., 2005, Kalmar et al., 2009, Torres-

Padilla & Chambers, 2014). U skladu sa prethodnim studijama, jasno je pokazano da 

indukcija neuralne diferencijacije retinoičnom kiselinom predstavlja „okidač“ za 

smanjenje ekspresije OCT4 i NANOG proteina (Slike 28 i 29) (Houldsworth et al., 

2002, Deb-Rinker et al., 2005, Shahhoseini et al., 2010). Promene ekspresije gena 

OCT4 i NANOG uočavaju se već u danu 2 tretmana retinoičnom kiselinom, odnosno u 

vremenskim okvirima u kojima su detektovane izražene promene i u ekspresiji SOXB1 

gena (Slike 16, 23, 26, 28 i 29). Ovako kompleksni molekularni događaji koji se 

odigravaju u prvim danima nakon delovanja indukujućeg signala potvrđuju da su 

inicijalne faze neuralne diferencijacije ključne za dalji tok neurogeneze, i da ih 

karakterišu globalne izmene genske ekspresije koje za posledicu imaju ireverzibilno 

opredeljivanje ćelija ka neuralnim ćelijskim tipovima (Pleasure & Lee, 1993, Przyborski 

et al., 2000, Leypoldt et al., 2001, Przyborski et al., 2003, Deb-Rinker et al., 2005, 

Megiorni et al., 2005, Honecker et al., 2014). Imajući u vidu navedene rezultate, 

zaključeno je da molekularni mehanizmi u inicijalnim fazama neuralne diferencijacije 

NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom oponašaju mehanizme uključene u 

razviće humanog CNS-a, što je potvrđeno i od strane drugih autora (Przyborski et al., 

2000, Stevanovic, 2003). 

Interesantno je zapažanje da u trenutku dostizanja maksimalnog nivoa ekspresije 

SOX3, u danu 2 tretmana retinoičnom kiselinom, nivo SOX2 pada na minimalni nivo u 

odnosu na sve posmatrane intervale (Slike 16 i 26). Pad ekspresije SOX2, markera 

pluripotentnosti, i porast ekspresije neuralnog markera SOX3 koincidiraju sa trenutkom 

gubitka pluripotentnosti i aktivacijom neuralnog programa diferencijacije (Stevanovic, 

2003). Inverzni profili ekspresije gena SOX2 i SOX3 detektovani su i u studiji Wang i 

saradnika, gde je primećeno da nakon utišavanja gena SOX2 u humanim embrionalnim 

matičnim ćelijama dolazi do aktivacije ekspresije gena SOX3, kao kompenzatornog 

mehanizma kojim se ćelije održavaju u pluripotentnom stanju (Wang et al., 2012). 

Navedeni efekat ostvaruje se zahvaljujući postojanju funkcionalne redundantnosti 

SOXB1 faktora i delovanjem ovih proteina na zajedničke ciljne gene (Uchikawa et al., 

1999, Miyagi et al., 2004, Corsinotti et al., 2017). Međutim, pored zajedničkih ciljnih 

gena, istraživanja na neuralnim progenitorima miša sa deletiranim genom Sox3 su 

pokazala da postoje geni koji su “ekskluzivni” ciljni geni SOX3 transkripcionog faktora. 

(McAninch & Thomas, 2014, Rogers et al., 2014). Pokazano je da su ovi ciljni geni 

pro-neuralni geni, čija je ekspresija regulisana vezivanjem proteina SOX3 za 

pojačivačke sekvence smeštene u intronima ili u intergenskim regionima (regionima 
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između gena) (McAninch & Thomas, 2014, Rogers et al., 2014). Sa stanovišta genske 

regulacije, suprotni profili ekspresije gena SOX2 i SOX3 ukazuju na postojanje velikih 

razlika u mehanizmima kojima je aktivnost ovih gena kontrolisana, bilo preko 

trankripcionih faktora i signalnih puteva, bilo komponentama epigenetičke mašinerije. 

 

5.2. Metilacija DNK kao mehanizam regulacije ekspresije SOXB1 gena u 

ranim fazama neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

Koordinisan proces neurogeneze zahteva integraciju unutarćelijskih faktora i 

ekstracelularnih signala, što omogućava preciznu kontrolu genske ekspresije i rezultuje 

diferencijacijom ćelija ka različitim neuralnim fenotipovima (Qiao et al., 2016, 

Kameneva & Adameyko, 2019). Novije studije u ovoj oblasti ukazuju na pomeranje 

istraživačkog fokusa sa transkripcione regulacije genske ekspresije na regulaciju 

epigenetičkim mehanizmima, koji su, kako je pokazano, od vitalnog značaja za 

opredeljivanje pluripotentne matične ćelije ka zrelim neuralnim ćelijskim tipovima 

CNS-a (Qiao et al., 2016, Tsuboi et al., 2019, Desai & Pethe, 2020). 

Literaturni podaci koji opisuju metilaciju gena SOX1 i SOX3 su ograničeni i 

pretežno fokusirani na analize u različitim tipovima maligniteta, dok je metilacioni 

status gena SOX2, osim u patofiziološkim stanjima, ispitivan i tokom procesa 

diferencijacije i generisanja indukovanih pluripotentnih matičnih ćelija (Miyagi et al., 

2004, Sikorska et al., 2008, Barrand & Collas, 2010, Lee, Shin, et al., 2014).  

Izmenjeni obrasci metilacije DNK detektovani su u različitim tipovima 

maligniteta i ogledaju se u hipometilaciji celog genoma koja rezultuje hromozomskom 

nestabilnošću i aktivacijom genske ekspresije, kao i hipermetilacijom promotorskih 

regiona gena tumor supresora (Gazdzicka et al., 2020). Pokazana je hipermetilacija 

regulatornih regiona gena SOX3 u karcinomu penisa (Kuasne et al., 2015), hroničnoj 

limfocitnoj (Rahmatpanah et al., 2009) i akutnoj limfoblastnoj leukemiji (Kobayashi & 

Srour, 2011), dok je gen SOX1 hipermetilovan u kolorektalnom kanceru (Chung et al., 

2019), kanceru bešike (Lopez et al., 2017), cerviksa (Lai et al., 2008, Chang et al., 

2014, Chen et al., 2016, Wang et al., 2016, Hsu et al., 2017, Yuan et al., 2019), jajnika 

(Su et al., 2009, Kaur et al., 2016), pluća (Nelson et al., 2012, Zhao et al., 2013, Li & 

Li, 2015), endometrijuma (Lai et al., 2014, Wentzensen et al., 2014), prostate (Mathews 

et al., 2010), jednjaka (Kuo et al., 2014, Tang et al., 2019), nazofaringealnom (Guan et 

al., 2014) i hepatocelularnom karcinomu (Tsao et al., 2012, Liu et al., 2017). Kako je 

pokazano, promena metilacionog statusa regulatornih regiona gena SOX2 uključena je u 

nastanak i progresiju akutne mijeloidne leukemije (Zhang et al., 2016), karcinoma 

jednjaka (Maehara et al., 2017), karcinoma jetre (Liu et al., 2016), želuca (Otsubo et al., 

2008, Wei et al., 2016), prostate (Russo et al., 2016), glioblastoma (Alonso et al., 2011, 

Chiang et al., 2014) i horiokarcinoma (Li et al., 2008). Hipermetilacija promotorskih 

regiona gena tumor supresora predstavlja rani događaj u procesu kancerogeneze koji za 

posledicu ima smanjenu ekspresiju tih gena u tkivu tumora u odnosu na zdravo tkivo 

(Esteller, 2002). Studijama utvrđene korelacije između stepena metilacije promotorskih 

regiona gena tumor supresora i nivoa njihove ekspresije omogućile su razvoj novih 

dijagnostičkih i prognostičkih testova u onkologiji, pa analiza metilacionog statusa gena 

SOX1 predstavlja deo dijagnostičkog panela u adenokarcinomu cerviksa (Yuan et al., 

2019) i kolorektalnom kanceru (Chung et al., 2019).  
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Jedna od prvih studija u kojima je praćena epigenetička regulacija ekspresije 

gena SoxB1 grupe u kontekstu razvića sprovedena je od strane Lindemana i saradnika, 

koji su na model sistemu zebrica pokazali razlike u epigenetičkom statusu embrionalno 

eksprimiranih gena, koje rezultuju nastankom gen-specifičnih hromatinskih stanja 

(Lindeman et al., 2010). Rezultati navedenog istraživanja detektovali su DNK 

metilaciju i slabo prisutne aktivirajuće histonske PTM na regulatornim regionima gena 

Sox3 u diferenciranim somatskim ćelijama zebrice u poređenju sa ćelijama srednjeg 

stadijuma blastule (MBT, eng. midblastula transition), koje karakteriše visoka 

ekspresija Sox3, odsustvo metilacije DNK i prisustvo aktivirajućih histonskih markera 

(Lindeman et al., 2010). Sa druge strane, sekvenca gena Sox2 nemetilovana je kako u 

embrionalnim MBT ćelijama, u kojima je ovaj gen eksprimiran, tako i u somatskim 

ćelijama u kojima ekspresija Sox2 nije detektovana (Lindeman et al., 2010). Takođe, 

navedena studija pokazala je da su ispitivani Sox2 regulatorni regioni bogati i 

aktivirajućim i reprimirajućim histonskim PTM u MBT ćelijama, dok je utišavanje Sox2 

u somatskim ćelijama praćeno uklanjanjem aktivirajućih histonskih markera (Lindeman 

et al., 2010). Značaj interakcija epigenoma i gena SoxB1 za ćelijsko opredeljivanje 

dodatno je potvrđen u studiji na embrionima pileta, gde je metilacija regulatornih 

regiona gena Sox2 i Sox3 označena kao molekularni “prekidač” koji utišava 

transkripcione faktore ćelija nervne cevi i omogućava ekspresiju gena neuralne kreste 

(Hu et al., 2012). Kako je pokazano, aktivacija ekspresije Sox2 u ranim fazama razvića 

nervne ploče pileta omogućena je aktivnošću JMJD2A histonske demetilaze koja 

uklanja reprimirajući H3K9me3 znak sa promotora ovog gena (Bouzas et al., 2016). 

Finalno, brojne studije pokazale su da reorganizacija hromatina u regionu koji okružuje 

gen Sox2 prati kako proces diferencijacije embrionalnih matičnih ćelija (pregled u (van 

den Hurk et al., 2016)), tako i proces generisanja indukovanih pluripotentnih matičnih 

ćelija (Koche et al., 2011).  

Imajući u vidu značajnu ulogu gena SOXB1 grupe u procesu neurogeneze, kao i 

odgovor ovih gena na prisustvo retinoične kiseline, u ovoj tezi ispitan je njihov 

metilacioni status u ranim fazama neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija. Uprkos 

niskim nivoima proteina SOX3 i SOX1 u nediferenciranim ćelijama, detektovana je 

hipometilacija oba promotora, koja se održava tokom svih 7 dana tretmana retinoičnom 

kiselinom (Slike 18, 19 i 24). Metilacija promotorskog regiona gena SOX2 nije 

analizirana u ovoj studiji, s obzirom na postojanje eksperimentalnih podataka koji 

potvrđuju odsustvo metilacije ovog gena tokom neuralne diferencijacije embrionalnih 

karcinomskih ćelija. Naime, u studiji Sikorske i saradnika dokazano je da su u 

nediferenciranim NT2/D1 ćelijama regulatorni regioni gena SOX2 hipometilovani 

(Sikorska et al., 2008). Kako je pokazano u pomenutoj studiji, u kasnijim fazama 

neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija kroz intenzivno epigenetičko remodelovanje 

prolaze pojačivački elementi SOX2, SRR1 i SRR2, locirani približno 4 kb uzvodno 

(SRR1) i približno 4 kb nizvodno (SRR2) od TSS-a (Miyagi et al., 2004). Ovi regioni, 

nemetilovani u nediferenciranim NT2/D1 ćelijama sa visokom ekspresijom SOX2, 

bivaju različito metilovani tokom neuralne diferencijacije (Lindeman et al., 2010). U 

astrocitima poreklom iz NT2/D1 ćelija (NT2-A) SRR1 pojačivač je hipermetilovan, a 

detektovano je odsustvo metilacije na SRR2 elementu, što je u skladu sa nižom 

ekspresijom SOX2 proteina u ovim ćelijama (Lindeman et al., 2010). Sa druge strane, u 

NT2-N ćelijama detektovana je metilacija oba regiona, praćena gubitkom ekspresije 

proteina SOX2 (Lindeman et al., 2010). Ovi rezultati jasno su ukazali da je metilacija 

regulatornih regiona gena SOX2 važan činilac u kontroli ekspresije ovog faktora, i da 
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zahvaljujući razlikama u metilacionom statusu gena SOX2 astrociti zadržavaju 

sposobnost da re-eksprimiraju SOX2, dok je ovaj gen u neuronima trajno utišan 

(Sikorska et al., 2008). NT2-A tretirani bFGF (eng. Basic Fibroblast Growth Factor) u 

cilju simuliranja traumatske povrede mozga pokazuju povećani proliferativni kapacitet i 

reaktivaciju ekspresije SOX2, kojoj prethode demetilacija i histonska acetilacija SRR1 

regiona (Sikorska et al., 2008). Slični rezultati dobijeni su i u studiji na NCCIT 

embrionalnim karcinomskim ćelijama, u kojoj je metilacija promotorskog i SRR2 

regiona gena SOX2 na niskom nivou (Barrand & Collas, 2010). Imajući u vidu i 

rezultate dobijene u ovoj doktorskoj disertaciji, može se izvesti zaključak da su 

regulatorni elementi gena SOXB1 hipometilovani u pluripotentnim ćelijama, što 

omogućava kreiranje permisivne platforme za delovanje drugih mehanizama regulacije 

genske eskpresije. Takođe, s obzirom na literaturne podatke prema kojima nizak stepen 

metilacije regulatornih regiona gena SOX2 karakteriše kako multipotentne ćelijske 

tipove, u kojima je ovaj gen visoko eksprimiran (NCCIT ćelije), tako i diferencirane 

ćelije sa potpuno utišanom ekspresijom SOX2 (Barrand & Collas, 2010), može se 

spekulisati da je ovakav metilacioni status gena SOXB1 ključan za proces ćelijskog 

reprogramiranja u kom ova genska familija igra značajnu ulogu.  

Analiza dinamike nivoa metilacije promotorskih regiona gena SOXB1 familije 

tokom procesa neuralne diferencijacije posebno je dobila na značaju sa razvojem 

CRISPR-Cas tehnologije editovanja genoma. U novijoj studiji Baumann-a i saradnika 

ispitivana je uloga epigenoma kao komponente koja definiše ćelijski identitet i 

epigenetičkih barijera koje otežavaju ciljano reprogramiranje ćelija (Baumann et al., 

2019). Ciljana indukcija gena Sox1 metodom “transkripcionog inženjerstva” (eng. 

transcriptional engineering, manipulacija genskom ekspresijom targetovanjem 

veštačkih transkripcionih faktora na promotore ciljnih gena (Gao et al., 2014, Chavez et 

al., 2015)), rezultovala je povećanjem potencijala za diferencijaciju određenog broja 

neuralnih progenitora (Baumann et al., 2019). Analizom promotorskog regiona gena 

Sox1 u neuralnim progenitorima koji reaguju na transaktivacioni stimulus utvrđen je 

nizak stepen metilacije DNK (Baumann et al., 2019). Efikasnost procesa transaktivacije 

gena Sox1 značajno je unapređena metodom editovanja epigenoma, odnosno 

uklanjanjem metilacije DNK enzimom Cas9-TET1 (Baumann et al., 2019). Ovim 

eksperimentima je pokazano da struktura hromatina na regulatornim regionima gena 

faktora neuralne diferencijacije otežava forsiranu reaktivaciju ekspresije ovih faktora, 

čime zapravo definiše i štiti ćelijski identitet (Baumann et al., 2019). Mehanizmi kojima 

metilacija DNK interferira sa sposobnošću ćelije da odgovori na transaktivaciju još 

uvek su nedovoljno ispitani. U okviru promotora gena Sox1 postoje vezivna mesta za 

brojne pro-neuralne transkripcione faktore, od kojih se neka preklapaju sa CpG ostrvima 

(Messeguer et al., 2002, Baumann et al., 2019). Među pomenutim faktorima nalaze se 

E2F-1 (Campanero et al., 2000), Sp1 (Zhu et al., 2003) i YY1 (Kim, Kollhoff, et al., 

2003) čije je vezivanje za molekul DNK zavisno od metilacionog statusa ciljne 

sekvence, a imaju važnu ulogu tokom procesa neurulacije i neurogeneze. Rezultati 

navedene studije ukazuju na značaj ispitivanja metilacionog statusa gena faktora 

neuralne diferencijacije tokom procesa opredeljivanja ćelija. Poznavanje epigenetičkih 

mehanizama regulacije ekspresije gena SOXB1 familije i njihove interakcije sa 

transkripcionim faktorima uključenim u regulaciju ekspresije pomenutih gena može 

značajno doprineti razvoju tehnika za manipulaciju populacijama pluripotentnih ćelija i 

povećanoj efikasnosti procesa in vitro neurogeneze. Hipometilovan status promotorskih 

regiona gena SOXB1 grupe detektovan u ovoj doktorskoj disertaciji i prethodnim 
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studijama (Sikorska et al., 2008) ukazuje da su ovi geni u permisivnom stanju, odnosno 

spremni da brzo odgovore na aktivacioni stimulus, i da stoga NT2/D1 ćelije imaju veliki 

potencijal za diferencijaciju u ranim fazama indukcije retinoičnom kiselinom. Imajući u 

vidu da proces in vitro neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija, uprkos brojnim 

pokušajima optimizacije protokola, rezultuje malim brojem neurona, bilo bi značajno 

ispitati da li u kasnijim fazama indukcije retinoičnom kiselinom dolazi do metilacije 

promotorskih regiona gena SOXB1 grupe i da li je kod ćelija sa ovakvim epigenetičkim 

statusom zaustavljena ili onemogućena progresija procesa neuralne diferencijacije. 

 

5.3. Posttranslacione modifikacije histona kao mehanizam regulacije 

ekspresije SOXB1 gena u ranim fazama neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

Nakon što je pokazano da metilacija DNK nije mehanizam kontrole ekspresije 

gena SOXB1 u ranoj fazi neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija, analizirani su histonski 

markeri deponovani na pomenutim genima. Utvrđeno je postojanje dinamičnih gen-

specifičnih izmena histonskih PTM u odgovoru na retinoičnu kiselinu. Opsežna ChIP-

qPCR analiza ispitivanih sekvenci u okviru gena SOX3 pokazala je da je depozicija 

H3K4me3 modifikacija na minimalnom promotoru i u regionu uzvodno od TSS-a u 

korelaciji sa indukcijom transkripcije ovog gena (Slika 21). Ovaj zaključak podržan je 

studijom Lauberth i saradnika, u kojoj je dokazano da prisustvo H3K4me3 modifikacije 

olakšava regrutovanje TFIID (eng. Transription Factor II D) i formiranje 

preinicijacionog kompleksa, na taj način promovišući transkripciju (Lauberth et al., 

2013). Bioinformatička analiza online-dostupnih podataka iz ENCODE baze ukazala je 

na bivalentnu prirodu (H3K4me3+/H2K27me3+) promotora SOX3 (Slika 32, Tabela 7) 

i SOX1 gena (Slika p1, Tabela 7) u H1 liniji humanih embrionalnih matičnih ćelija, u 

skladu sa slabom ekspresijom ovih gena u navedenoj ćelijskoj liniji. Pretraga online-

dostupnih podataka iz NIH projekta Roadmap Epigenomics, dostupnog na adresi 

http://www.roadmapepigenomics.org/ (Roadmap Epigenomics et al., 2015) za odabrane 

histonske markere u H1 liniji humanih embrionalnih matičnih ćelija i neuralnim 

progenitorima poreklom iz H1 ćelija podržala je zaključke ove doktorske disertacije. 

Kako je prikazano na Slici 33, SOX3 iRNK detektovana je u nediferenciranim H1 

ćelijama (Slika 33 A), a u neuralnim progenitorima nastalim diferencijacijom H1 ćelija 

detektovano je povećanje ekspresije ovog gena (Slika 33 B). Neuralna diferencijacija 

praćena je uklanjanjem H3K27me3 sa gena SOX3 i pojačanim prisustvom H3K4me3 i 

H3K4me1 markera (Slika 33). Ovakva situacija tipična je za gene “spremne” za brzu 

aktivaciju po delovanju indukujućeg signala. 

http://www.roadmapepigenomics.org/
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Slika 33. Histonske modifikacije u regionu koji okružuje gen SOX3 u H1 liniji 

humanih embrionalnih matičnih ćelija (H1-hEMĆ, panel A) i neuralnim 

progenitorima poreklom iz H1 ćelija (B). Setovi podataka dobijeni su pretragom 

Roadmap Epigenomics projekta dostupnog na adresi 

http://www.roadmapepigenomics.org/ (Roadmap Epigenomics et al., 2015), koji su 

obrađeni na Galaxy platformi (Afgan et al., 2018) i vizuelizovani u UCSC 

pretraživaču. Od vrha ka dnu prikazani su: ekspresioni profili SOX3 iRNK iz RNA-

Seq eksperimenata; marker H3K27me3 asociran sa represijom transkripcije; 

markeri H3K4me3 i H3K4me1 asocirani sa aktivacijom transkripcije. 

 

Prethodno detektovana transkripciona atkivacija gena SOX1 u NT2/D1 ćelijama 

indukovanim retinoičnom kiselinom potvrđena je i u ovoj analizi, u kojoj ekspresija 

gena SOX1 nije detektovana u pluripotentnim H1 ćelijama (Slika 34 A) i visoko 

eksprimiranom SOX1 iRNK u neuralnim progenitorima (Slika 34 B). Prisustvo 

bivalentnih histonskih PTM na genu SOX1 u H1 ćelijama (Slika 34 A) održava se i u 

neuralnim progenitorima (Slika 34 B), ali sa obrnutim doprinosima H3K4me3 i 

H3K27me3 modifikacija u odnosu na nediferencirane ćelije. Takođe, ovaj proces prati 

obogaćivanje H3K4me1 markerom (Slika 34).  

http://www.roadmapepigenomics.org/
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Slika 34. Histonske modifikacije u regionu koji okružuje gen SOX1 u H1 liniji 

humanih embrionalnih matičnih ćelija (H1-hEMĆ, panel A) i neuralnim 

progenitorima poreklom iz H1 ćelija (B). Setovi podataka dobijeni su pretragom 

Roadmap Epigenomics projekta dostupnog na adresi 

http://www.roadmapepigenomics.org/ (Roadmap Epigenomics et al., 2015), koji su 

obrađeni na Galaxy platformi (Afgan et al., 2018) i vizuelizovani u UCSC pretraživaču. 

Od vrha ka dnu prikazani su: ekspresioni profili SOX1 iRNK iz RNA-Seq 

eksperimenata; marker H3K27me3 asociran sa represijom transkripcije; markeri 

H3K4me3 i H3K4me1 asocirani sa aktivacijom transkripcije 

 

Rezultati dobijeni na humanim embrionalnim matičnim ćelijama bioinformatički 

analizirani u ovoj tezi podržani su prethodnom studijom Mikkelsena i saradnika, u kojoj 

u embrionalnim matičnim ćelijama miša bivalentno obeleženi Sox3 

(H3K4me3+/H3K27me3+) postaje H3K4me3+ u opredeljenim neuralnim 

progenitorima, dok u embrionalnim fibroblastima miša (MEF) nije detektovano 

prisustvo ispitivanih histonskih markera na promotoru gena Sox3 (Mikkelsen et al., 

2007). U istoj studiji, Sox1 je bivalentno obeležen (H3K4me3+/H3K27me3+) kako u 

embrionalnim matičnim ćelijama, tako i u neuralnim progenitorima, dok ga u MEF 

ćelijama karakteriše H3K4me3-/H3K27me3+ profil (Mikkelsen et al., 2007). SOX1 je 

obeležen H3K4me3+/H3K27me3+ i tokom Bone Morphogenetic Protein 4 (BMP4)-

indukovane diferencijacije humanih embrionalnih matičnih ćelija (Pan et al., 2007). 

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju sličan trend u slučaju modifikacije 

H3K4me3 na promotorima gena SOX1 i SOX3 u ranim fazama neuralne diferencijacije 

NT2/D ćelija. Analiza profila H3K27me3 markera na promotorskim regionima 

pomenutih gena nije sprovedena u ovoj doktorskoj disertaciji, usled tehničkih 

ograničenja (nedostupno anti-H3K27me3 antitelo pogodno za upotrebu u ChIP 

eksperimentima). Ovu analizu je neophodno sprovesti u budućim istraživanjima u cilju 

dodatne potvrde bivalentne prirode gena SOX1 i SOX3. Važno je istaći i postojanje 

značajnih razlika u histonskim profilima gena SOX2 i SOX3 tokom procesa neuralne 

diferencijacije. Naime, na promotoru gena SOX2 detektovano je blago smanjenje 

prisustva H3K4me3 modifikacije na stadijumu ćelija 7 dana indukovanih retinoičnom 

kiselinom (Slika 27), u skladu sa rezultatima bioinformatičke analize na H1 liniji 

humanih embrionalnih matičnih ćelija i H1-diferenciranim neuralnim progenitorima kod 

kojih je promotor gena SOX2 bogat pomenutim markerom u oba ćelijska tipa (Slika p2, 

http://www.roadmapepigenomics.org/
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Tabela 7). Proces diferencijacije praćen je potpunim odsustvom reprimirajuće 

modifikacije H3K27me3 (Slika 35). Takođe, detektovan je blag porast signala za 

H3K4me1 u H1-neuralnim progenitorima (Slika 35 B). Može se zaključiti da je gen 

SOX2 transkripciono aktivan u humanim embrionalnim matičnim ćelijama kao i u 

neuralnim progenitorima dobijenim indukovanom diferencijacijom ovih ćelija, i da ga 

karakteriše prisustvo aktivirajućih histonskih markera. 

 

 
Slika 35. Histonske modifikacije u regionu koji okružuje gen gen SOX2 u H1 

liniji humanih embrionalnih matičnih ćelija (H1-hEMĆ, panel A) i neuralnim 

progenitorima poreklom iz H1 ćelija (B). Setovi podataka dobijeni su pretragom 

Roadmap Epigenomics projekta dostupnog na adresi 

http://www.roadmapepigenomics.org/ (Roadmap Epigenomics et al., 2015), koji su 

obrađeni na Galaxy platformi (Afgan et al., 2018) i vizuelizovani u UCSC 

pretraživaču. Od vrha ka dnu prikazani su: ekspresioni profili SOX2 iRNK iz RNA-

Seq eksperimenata; marker H3K27me3 asociran sa represijom transkripcije; 

markeri H3K4me3 i H3K4me1 asocirani sa aktivacijom transkripcije 

 

Imajući u vidu da je ekspresija proteina SOX2 detektovana u svim ispitivanim 

fazama neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija (Slika 26), kao i postojanje RNA-Seq 

pikova za SOX2 transkript u H1 ćelijama i H1-diferenciranim neuralnim progenitorima 

(Slika 35), može se zaključiti da je ekspresija ovog faktora pluripotentnosti neophodna i 

nakon inicijacije neuralne diferencijacije i da je jedan od mehanizama kojim se ona 

održava upravo odsustvo metilacije DNK i reprimirajućih histonskih PTM, kao i 

prisustvo aktivirajućih markera. Interesantno bi bilo ispitati da li su u neuronima, u 

kojima je SOX2 potpuno utišan, regulatorne sekvence ovog gena bogate H3K27me3 

markerom, kao i da li depozicija ovog markera prethodi već potvrđenoj metilaciji ovih 

sekvenci (Sikorska et al., 2008). Takođe, pokazano je da je promotor gena SOX2 

obeležen aktivirajućom H3K4me3 modifikacijom kako u pluripotentnim, 

nediferenciranim NCCIT embrionalnim karcinomskim ćelijama, tako i u diferenciranim 

ćelijskim tipovima kao što su keratinociti i fibroblasti, što je, pored niskog stepena 

metilacije DNK, jedan od razloga uspešnosti reprogramiranja ovih ćelijskih tipova u 

indukovane pluripotentne matične ćelije koje se postiže reaktivacijom ekspresije gena 

SOX2 (Barrand & Collas, 2010). 

http://www.roadmapepigenomics.org/
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Ekspresioni profili gena SOXB1grupe u model sistemu H1 ćelija i neuralnih 

progenitora nastalih diferencijacijom H1 ćelija, odgovaraju profilima dobijenim u 

inicijalnim fazama neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija, sa porastom nivoa ekspresije 

SOX1 (Slike 23 i 34) i SOX3 (Slike 16 i 33) i održavanjem visokog nivoa ekspresije 

gena SOX2 (Slike 26 i 35) u neuralnim progenitorima. Iako potpuna vremenska 

korelacija ekspresionih profila gena SOXB1 između ova dva model sistema nije moguća 

usled razlika u samim eksperimentalnim i metodološkim pristupima tokom propagacije i 

in vitro neuralne diferencijacije ćelija, jasno je da njihova dinamika prati isti trend i da 

je precizna regulacija nivoa proteina SOXB1 neophodna za rane faze in vitro i in vivo 

neurogeneze. 

 

5.4. Razlike u regulaciji ekspresije SOXB1 gena u ranim fazama neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

Jedno od interesantnih otkrića proisteklih iz ChIP analiza histonskih PTM na 

promotorima gena SOXB1 je postojanje značajnih razlika u profilima histonskih 

markera u inicijalnim fazama neuralne diferencijacije. Na osnovu dobijenih rezultata, 

rana faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija može se podeliti u dva stadijuma. Prvi 

stadijum čine prva 2 dana indukcije retinoičnom kiselinom i karakteriše se porastom 

ekspresije SOX3 i padom ekpresije SOX2 (Slike 16 i 26), uz nepromenjen, nizak nivo 

SOX1 proteina (Slika 23). Drugi stadijum, od dana 4 do dana 7 indukcije praćen je 

padom nivoa SOX2 i SOX3 proteina (Slike 16 i 26), i porastom ekspresije SOX1 (Slika 

23). U prvom stadijumu, profil H3K4me3 markera na promotoru humanog gena SOX2 

nije u značajnoj korelaciji sa ekspresijom ovog gena, nasuprot genu SOX3, čija je 

transkripciona aktivacija u danu 2 tretmana retinoičnom kiselinom praćena pojačanom 

depozicijom H3K4me3 modifikacije (Slike 21 i 27). Ovakav H3K4me3 profil na 

promotoru gena SOX2 u skladu je sa prethodno pomenutom studijom Barrand i 

saradnika, u kojoj je dokazano da je navedena modifikacija asocirana sa promotorom 

gena SOX2 u različitim ćelijskim tipovima, nezavisno od njegove ekspresije (Barrand & 

Collas, 2010). Takođe, obogaćivanje H2BK5ac markerom u danu 2 indukcije značajno 

je manje na promotoru gena SOX2 u poređenju sa promotorskim regionom gena SOX3, 

što dodatno ukazuje na različita stanja regulatornih regiona ovih gena u ćelijama koje 

započinju neuralnu diferencijaciju (Slike 22 i 27). U slučaju gena SOX1, zapažena je 

pojačana depozicija H3K4me3 markera u danu 2 tretmana retinoičnom kiselinom (Slika 

25), koja prethodi aktivaciji ekspresije SOX1 detektovanoj u danu 4 i 7 neuralne 

diferencijacije NT2/D1 ćelija (Slika 23). 

U drugom stadijumu inicijalne faze neuralne diferencijacije, u danu 7 indukcije 

retinoičnom kiselinom, detektovan je značajan pad u svim analiziranim histonskim 

PTM na promotorima gena SOX1, SOX2 i SOX3 (Slike 21, 22, 25 i 27). Ovo implicira 

da je redukcija ekspresije SOX2 i SOX3 uočena u ovoj fazi rezultat delovanja sličnih 

epigenetičkih mehanizama. Sa druge strane, detektovano smanjenje H3K4me3 i H2B 

acetil markera na promotoru humanog gena SOX1 (Slika 25) sugeriše da ove 

aktivirajuće PTM nemaju značajnu ulogu u transkripcionoj aktivaciji ovog gena koja se 

odigrava u danima 4 i 7 neuralne diferencijacije. Stoga se nameće zaključak da su 

promene u ekspresionom profilu gena SOX1 tokom ranih faza neuralne diferencijacije 

pod kontrolom drugih mehanizama, među kojima su potencijalna redukcija 

reprimirajućeg H3K27me3 markera, regulacija putem ncRNA, ili promene u aktivnosti 
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transkripcionih faktora i signalnih puteva. Analiza epigenetičkih mehanizama 

uključenih u regulaciju ekspresije SOXB1 gena u kasnijim fazama neuralne 

diferencijacije, kao i u ćelijama koje se nalaze na kasnijim stadijumima procesa 

dediferencijacije, doprinela bi daljem rasvetljavanju uloge ovih gena u održavanju 

pluripotentnosti, i otvorila mogućnosti za unapređenje postojećih protokola za in vitro 

neuralnu diferencijaciju. 

Važno je istaći da su do sada ispitani i drugi mehanizmi koji kontrolišu 

ekspresiju članova SOXB1 familije gena i doprinose razlikama u njihovom odgovoru na 

signale koji indukuju neuralnu diferencijaciju (Stevanovic, 2003, Kovacevic Grujicic et 

al., 2005, Mojsin et al., 2006, Krstic et al., 2007, Nikcevic et al., 2008, Milivojevic et 

al., 2010). Tako se ekspresija gena SOX3 aktivira već u 2. danu tretmana NT2/D1 ćelija 

retinoičnom kiselinom (Stevanovic, 2003), dok u slučaju neuralne diferencijacije 

indukovane HMBA (eng. Hexamethylene bisacetamide) do istog efekta dolazi tek 14. 

dana tretmana (Stevanovic, 2003). Sa druge strane ekspresija gena SOX2 pokazuje istu 

kinetiku u oba opisana slučaja (Stevanovic, 2003). Opsežna funkcionalna 

karakterizacija promotora humanog gena SOX3 pokazala je postojanje regulatornih 

regiona uključenih u odgovor na retinoičnu kiselinu (Kovacevic Grujicic et al., 2005, 

Mojsin et al., 2006, Krstic et al., 2007, Nikcevic et al., 2008). Opisano je nekoliko 

elemenata, uključujući DR-3-like RXR RE, pozicioniran na -68 do -54 bp u odnosu na 

TSS (Nikcevic et al., 2008) i atipični RA/RXR RE lociran na poziciji -259 do -154 bp 

(Mojsin et al., 2006). Pokazano je da transkripcioni faktori NF-Y, PBX1 i MEIS1 imaju 

ulogu u regulaciji ekspresije ovog gena tokom prvih 2 dana neuralne indukcije 

retinoičnom kiselinom (Mojsin et al., 2006, Krstic et al., 2007). Analiza sličnosti i 

razlika u mehanizmima transkripcione regulacije ekspresije gena SOX2 i SOX3 u prva 2 

dana tretmana NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom pokazala je aktivaciju faktorima 

Sp1, MAZ, PBX1, MEIS1 i kompleksom ligand-RXR, dok je faktor TGIF (eng. 5′-TG-

3′interacting factor) okarakterisan kao transkripcioni represor gena SOX3, bez 

značajnog efekta na ekspresiju SOX2 (Milivojevic et al., 2010). Takođe, nasuprot 

značajnoj ulozi proteina NF-Y u aktivaciji gena SOX3 retinoičnom kiselinom, ovaj 

faktor je u istim eksperimentalnim uslovima ispoljio blag efekat na ekspresiju SOX2 

(Milivojevic et al., 2010). Slični rezultati dobijeni su i u studiji Wiebe i saradnika, u 

kojoj je aktivnost promotora gena Sox2 redukovana nakon indukcije F9 embrionalnih 

karcinomskih ćelija miša retinoičnom kiselinom (Wiebe et al., 2000). Rezultati ove 

doktorske disertacije pružili su potporu hipotezi iznetoj u pomenutoj studiji prema kojoj 

je utišavanje gena Sox2 nakon indukcije difrerencijacije embrionalnih karcinomskih 

ćelija regulisano epigenetičkim mehanizmima (Wiebe et al., 2000).  

Pored proksimalnih regulatornih regiona, ekspresija gena SOX2 i SOX3 

regulisana je i distalnim pojačivačima (Tomioka et al., 2002, Brunelli et al., 2003, 

Uchikawa et al., 2003, Rogers et al., 2009). U studiji na transgenim miševima utvrđeno 

je da profil ekspresije sa konstrukta dužine 8.3 kb koji obuhvata region ~3 kb uzvodno i 

~3 kb nizvodno od Sox3 ORF (eng. open reading frame) odgovara profilu endogeno 

eksprimiranog Sox3, ukazujući na postojanje regulatornih elemenata u okviru ovih 

regiona (Brunelli et al., 2003). Takođe, u eksperimentima na embrionima pileta 

pokazano je postojanje brojnih pojačivačkih sekvenci kojima je regulisana aktivnost 

gena Sox2 u toku nervnog razvića, a koji su specifični za različite delove mozga 

(Uchikawa et al., 2003). Interesantno bi bilo ispitati epigenetičke mehanizme koji deluju 

na ovim regionima tokom neuralne diferencijacije. Pored regulatornih elemenata, 

ekspresija gena SOX2 i SOX3 regulisana je i aktivnošću signalnih puteva (Takahashi et 
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al., 2005, Armstrong et al., 2006, Stavridis et al., 2007, Smith et al., 2008, Niwa et al., 

2009, Abello et al., 2010, Mojsin et al., 2015), dok je ekspresija gena SOX2 modulisana 

i aktivnošću miRNK i ncRNK. miRNA-134 i miRNA-145 utišavaju ekspresiju gena 

Sox2 interakcijom sa kodirajućim regionom ovog gena u embrionalnim matičnim 

ćelijama miša, odnosno 3'-UTR sekvencom u humanim embrionalnim matičnim 

ćelijama (Tay et al., 2008, Xu et al., 2009). Rezultati najnovijih istraživanja ukazuju da 

ncRNA Sox2OT (SOX2 overlapping transcript) učestvuje u regulaciji ekspresije gena 

Sox2. Pokazano je da Sox2OT inhibira samoobnavljanje neuralnih matičnih ćelija miša, 

što se ostvaruje interakcijom sa transkripcionim regulatorom YY1 i vezivanjem nastalog 

kompleksa za CpG ostrva u okviru Sox2 lokusa koje je praćeno represijom ekspresije 

gena Sox2 (Knauss et al., 2018). Pokazano je da SOX2OT ima i funkciju onkogena u 

brojnim malignitetima (Amaral et al., 2009, Qu & Cao, 2018, Saghaeian Jazi et al., 

2018, Sun et al., 2018, Wei et al., 2018, Wu et al., 2018, Zhang et al., 2018). Takođe, u 

studiji Ahmad-a i saradnika, dokazano je postojanje SOX1OT (eng. SOX1 overalapping 

transcript) koja je visoko eksprimirana tokom diferencijacije neuralnih matičnih ćelija i 

čija je ekspresija u korelaciji sa ekspresijom gena SOX1 (Ahmad et al., 2017). Pored 

navedenih podataka, postoje literaturni podaci o kontroli ekpresije gena SOX1 u toku 

neurogeneze mehanizmima signalne transdukcije (Stavridis et al., 2007, Chambers et 

al., 2009, Fei et al., 2010), dok saznanja o ulozi transkripcionih faktora u ovom procesu 

nisu poznata. Imajući to u vidu, rezultati ove studije predstavljaju ne samo važan 

doprinos sagledavanju uloge epigenoma u kontroli ekspresije SOXB1 gena, već i u polju 

regulacije ekspresije SOX1 tokom procesa humane neurogeneze.  

 

5.5. Epigenetička regulacija ekspresije gena OCT4 i NANOG u ranim 

fazama neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija 

 

Tokom diferencijacije matičnih ćelija brojne regulatorne mreže transkripcionih 

faktora koji diriguju procesom ćelijskog opredeljivanja postaju aktivne, dok ključni 

faktori pluripotentnosti postaju ireverzibilno utišani (Qiao et al., 2016). Značajnu ulogu 

u kontroli događaja koji vode gubitku matičnog fenotipa imaju epigenetički mehanizmi 

regulacije genske ekspresije (Deb-Rinker et al., 2005, Lee et al., 2007, McCool et al., 

2007, Sikorska et al., 2008, Shahhoseini et al., 2010, Ziller et al., 2015, Bhanu et al., 

2016). Epigenetička kontrola gena faktora pluripotentnosti OCT4 i NANOG, koji 

zajedno sa SOX2 formiraju centralnu mrežu regulatora matičnosti, bila je predmet 

brojnih studija, najčeše fokusiranih na mehanizme represije ovih gena tokom 

diferencijacije i embrionalnog razvića kičmenjaka (Gidekel & Bergman, 2002, 

Hoffmann et al., 2006, Li et al., 2007, Farthing et al., 2008, Sikorska et al., 2008, 

Barrand & Collas, 2010). Pokazano je da tokom procesa razvića promotor gena 

Oct4/OCT4 biva metilovan u mišjim i humanim ćelijama, i da je njegova metilacija u 

somatskim ćelijama stabilna, čak i u globalno hipometilovanim ćelijskim linijama 

kancera (Gidekel & Bergman, 2002, Hoffmann et al., 2006). Pored DNMT3a i DNMT 

3b-posredovane epigenetičke inaktivacije promotora gena Oct4, opredeljivanje 

embrionalnih matičnih ćelija praćeno je i metilacijom promotorskog regiona gena 

Nanog, koji je demetilovan u embrionalnim matičnim ćelijama, a utišan i metilovan u 

fibroblastima miša (Li et al., 2007, Farthing et al., 2008). 

Slični rezultati dobijeni su i u studijama na embrionalnim karcinomskim 

ćelijama. Pokazano je da nediferencirane P19 ćelije miša održavaju visok nivo OCT4 
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ekspresije kroz promociju niskog stepena metilacije Oct4 lokusa (Marikawa et al., 2005, 

Huang et al., 2015). Epigenetička regulacija gena OCT4 i NANOG bila je predmet 

studije Deb-Rinker i saradnika, u kojoj je pokazano da su 5'-regulatorni regioni ovih 

gena nemetilovani u pluripotentnim NT2/D1 ćelijama, a postepeni porast u nivou 

metilacije uočava se od dana 4 indukcije retinoičnom kiselinom (Deb-Rinker et al., 

2005). Imajući u vidu pomenutu studiju, u ovoj tezi su analizirani profili odabranih 

histonskih PTM na promotorskim regionima gena OCT4 i NANOG u ranim fazama 

neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija. 

ChIP-qPCR analiza promotorskih regiona gena OCT4 i NANOG pokazala je 

visoku zastupljenost aktivirajuće H3K4me3 modifikacije u pluripotentnim NT2/D1 

ćelijama (Slike 30 i 31), što je i očekivano, imajući u vidu visoku ekspresiju pomenutih 

gena u ovoj ćelijskoj liniji (Slike 28 i 29). Detektovani pad prisustva ovog markera 

primećen je od dana 2 indukcije retinoičnom kiselinom (Slike 30 i 31) i u nastavku 

neuralne diferencijacije pratio je smanjenje transkripcione aktivnosti ovih gena (Slike 

28 i 29), ukazujući na remodelovanje aktivnih promotora u sve zatvorenije strukture kao 

brzi odgovor na prisustvo indukujućeg signala. U prilog ovom zaključku idu i rezultati 

studije Favaedi i saradnika, koji su smanjenje u aktivirajućim H3K9ac i H3K4me3 

modifikacijama na regulatornim regionima gena OCT4 detektovali u danu 3 neuralne 

indukcije NT2/D1 ćelija (Favaedi et al., 2012). Takođe, u neurosferama dobijenim 

produženim tretmanom NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom uočena je hipometilacija 

H3K4 i hipoacetilacija H3K9 na uzvodnim regionima gena OCT4 i NANOG 

(Shahhoseini et al., 2010). 

Pored profila H3K4me3 markera proučena je i acetilacija histona 2B, koja se 

generalno dovodi u vezu sa aktivnim promotorima (Kouzarides, 2007). Uočeno je da 

modifikacija H2BK5ac korelira sa ekspresionim profilima gena OCT4 i NANOG, sa 

najvećom zastupljenošću u neindukovanim ćelijama, odnosno najnižom u danu 7 

tretmana retinoičnom kiselinom (Slike 30 i 31), kada je ekspresija proteina OCT4 i 

NANOG utišana (Slike 28 i 29). Profili H2BK120ac markera pokazuju sličan trend, sa 

najvećim obogaćivanjem u neindukovanim NT2/D1 ćelijama (Slike 30 i 31). Uočene 

dinamične promene ovih acetil-modifikacija ukazuju na njihovu važnu ulogu u represiji 

gena faktora pluripotentnosti koja se odigrava u inicijalnim fazama neuralne 

diferencijacije. Interesantno je zapažanje da, uprkos literaturno pokazanim sličnostima u 

epigenetičkoj regulaciji gena OCT4 i NANOG, kao i sličnim funkcijama koje vrše u 

ćeliji, njihov hromatinski “pejzaž” nije isti. Naime, analiza kinetike H2BK16ac markera 

pokazala je vezu između ovog markera i aktivnosti gena NANOG tokom indukcije 

retinoičnom kiselinom, dok relevantne promene na promotoru gena OCT4 nisu uočene 

(Slike 28, 29, 30 i 31). Dalje rasvetljavanje potencijalnih razlika u epigenetičkoj 

kontroli ovih gena zahteva analizu drugih histonskih PTM, od kojih su brojne one koje 

se primenom hemijskih agenasa mogu ciljano modifikovati (Belvedere et al., 2007, 

Copeland et al., 2009, Dawson et al., 2009, Dekker & Haisma, 2009, Miranda et al., 

2009, Chang et al., 2010, Delmore et al., 2011, Dawson et al., 2012) i time omogućiti 

kontrolisanu ekspresiju faktora pluripotentnosti. Pored toga, jedan od važnih zaključaka 

proisteklih iz ove doktorske disertacije je da izmene u histonskim PTM deluju pre 

promena na nivou metilacije DNK (Deb-Rinker et al., 2005) i stoga predstavljaju 

primarni odgovor gena faktora pluripotentnosti na signale koji indukuju diferencijaciju. 

Ovim je podržan model prema kome reverzibilna represija gena posredovana 

hromatinskom mašinerijom prethodi ireverzibilnoj represiji putem metilacije DNK 

regulatornih sekvenci, koja omogućava dugotrajno i stabilno utišavanje genske 
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ekspresije (Cedar & Bergman, 2009, Rose & Klose, 2014). Time je produbljeno 

razumevanje kompleksnih interakcija unutar epigenoma koje deluju na lokusima gena 

ključnih za razviće. Buduća istraživanja u ovoj oblasti omogućiće dublje poznavanje i 

dešifrovanje mehanizama koji integracijom signala iz spoljašnje sredine i nasleđenih 

genetičkih programa oblikuju identitet ćelija i pravilnu progresiju neurogeneze. 
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6. ZAKLJUČCI 

 

Na osnovu rezultata prikazanih u ovom radu mogu se izvesti sledeći zaključci: 

1. Rane faze neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija karakterišu se dinamičnim 

izmenama u ekspresionim profilima gena SOX1 i SOX3 i gena faktora pluripotentnosti 

(SOX2, OCT4 i NANOG) 

2. Retinoična kiselina indukuje ekspresiju gena SOX1 i SOX3, a reprimira 

ekspresiju gena SOX2, OCT4 i NANOG u ranim fazama neuralne diferencijacije 

NT2/D1 ćelija 

3. Rezultati ukazuju da regulacija ekspresije gena SOX1 i SOX3 tokom ranih faza 

neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom nije zavisna 

od metilacije DNK 

4. Izmene u depoziciji H3K4me3 i H2B-acetil markera na regulatornim regionima 

gena SOX3, SOX2, OCT4 i NANOG u korelaciji su sa profilima ekspresije ovih gena u 

ranim fazama neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom 

kiselinom, dok takva korelacija za gen SOX1 nije uočena 

5. Histonski obrasci na regulatornim regionima gena SOX1 i SOX3 i gena faktora 

pluripotentnosti (SOX2, OCT4 i NANOG) detektovani in silico analizom u H1 liniji 

humanih embrionalnih matičnih ćelija i neuralnim progenitorima poreklom iz H1 ćelija 

odgovaraju profilima histonskih markera u ranim fazama neuralne diferencijacije 

NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom 
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8. PRILOZI  

 

Slika p1. Histonske modifikacije u regionu koji okružuje gen SOX1 u H1 liniji 

humanih embrionalnih matičnih ćelija (označene kao H1-hESC). Setovi podataka 

dobijeni su pretragom UCSC Genome Browser-a. Od vrha ka dnu prikazani su: H2A.Z; 

markeri asocirani sa pojačivačima i promotorima – H3K4me1, H3K4me2 i H3K4me3; 

aktivirajući markeri H3K9ac, H3K9me3 i H3K27ac; reprimirajući marker H3K27me3; 

markeri kodirajućih regiona H3K36me3, H3K79me2 i H4K20me1. Strelice u prvoj traci 

označavaju smer transkripcije.  
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Slika p2. Histonske modifikacije u regionu koji okružuje gen SOX2 u H1 liniji 

humanih embrionalnih matičnih ćelija (označene kao H1-hESC). Setovi podataka 

dobijeni su pretragom UCSC Genome Browser-a. Od vrha ka dnu prikazani su: H2A.Z; 

markeri asocirani sa pojačivačima i promotorima – H3K4me1, H3K4me2 i H3K4me3; 

aktivirajući markeri H3K9ac, H3K9me3 i H3K27ac; reprimirajući marker H3K27me3; 

markeri kodirajućih regiona H3K36me3, H3K79me2 i H4K20me1. Strelice u prvoj traci 

označavaju smer transkripcije. 
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Slika p3. Histonske modifikacije u regionu koji okružuje gen OCT4 (POU5F1) u 

H1 liniji humanih embrionalnih matičnih ćelija (označene kao H1-hESC). Setovi 

podataka dobijeni su pretragom UCSC Genome Browser-a. Od vrha ka dnu prikazani 

su: H2A.Z; markeri asocirani sa pojačivačima i promotorima – H3K4me1, H3K4me2 i 

H3K4me3; aktivirajući markeri H3K9ac, H3K9me3 i H3K27ac; reprimirajući marker 

H3K27me3; markeri kodirajućih regiona H3K36me3, H3K79me2 i H4K20me1. Strelice 

u prvoj traci označavaju smer transkripcije. 
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Slika p4. Histonske modifikacije u regionu koji okružuje gen NANOG u H1 

liniji humanih embrionalnih matičnih ćelija (označene kao H1-hESC). Setovi 

podataka dobijeni su pretragom UCSC Genome Browser-a. Od vrha ka dnu 

prikazani su: H2A.Z; markeri asocirani sa pojačivačima i promotorima – H3K4me1, 

H3K4me2 i H3K4me3; aktivirajući markeri H3K9ac, H3K9me3 i H3K27ac; 

reprimirajući marker H3K27me3; markeri kodirajućih regiona H3K36me3, 

H3K79me2 i H4K20me1. Strelice u prvoj traci označavaju smer transkripcije.  
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Изјављујем 

да је докторска дисертација под насловом  

Epigenetički mehanizmi regulacije ekspresije humanog gena SOX3 i gena 

faktora pluripotentnosti (SOX2, OCT4 i NANOG) tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NTera2/D1 ćelija 

 

 резултат сопственог истраживачког рада, 

 да предложена дисертација у целини ни у деловима није била предложена 

за добијање било које дипломе према студијским програмима других 

високошколских установа, 

 да су резултати коректно наведени и  

 да нисам кршио/ла ауторска права и користио интелектуалну својину 

других лица.  

 

                                                                        Потпис докторанда 

У Београду, ___23.11.2020.__________ 

       
_________________________ 
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Прилог 2. 

 

Изјава o истоветности штампане и електронске 

верзије докторског рада 

 

 

Име и презиме аутора __________ Vladanka M. Vuković______________________ 

Број индекса __________________ M3014/2011____________________________ 

Студијски програм  _____Molekularna biologija eukariota______________________ 

Наслов рада __ Epigenetički mehanizmi regulacije ekspresije humanog gena SOX3 i 

gena faktora pluripotentnosti (SOX2, OCT4 i NANOG) tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije Ntera2/D1 ćelija____________________________________________ 

Ментор  ___________dr Marija Mojsin______________________________________ 

 

Потписани/а __________ Vladanka M. Vuković______________________ 

 

Изјављујем да је штампана верзија мог докторског рада истоветна електронској 

верзији коју сам предао/ла за објављивање на порталу Дигиталног 

репозиторијума Универзитета у Београду.  

Дозвољавам да се објаве моји лични подаци везани за добијање академског 

звања доктора наука, као што су име и презиме, година и место рођења и датум 

одбране рада.  

Ови лични подаци могу се објавити на мрежним страницама дигиталне 

библиотеке, у електронском каталогу и у публикацијама Универзитета у Београду. 

 

            Потпис докторанда  

У Београду, ______23.11.2020.__________                   _________________________ 
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Прилог 3. 

Изјава о коришћењу 

 

Овлашћујем Универзитетску библиотеку „Светозар Марковић“ да у 

Дигитални репозиторијум Универзитета у Београду унесе моју докторску 

дисертацију под насловом: 

Epigenetički mehanizmi regulacije ekspresije humanog gena SOX3 i gena 

faktora pluripotentnosti (SOX2, OCT4 i NANOG) tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NTera2/D1 ćelija 

која је моје ауторско дело.  

Дисертацију са свим прилозима предао/ла сам у електронском формату 

погодном за трајно архивирање.  

Моју докторску дисертацију похрањену у Дигитални репозиторијум 

Универзитета у Београду могу да користе  сви који поштују одредбе садржане у 

одабраном типу лиценце Креативне заједнице (Creative Commons) за коју сам се 

одлучио/ла. 

1. Ауторство 

2. Ауторство - некомерцијално 

3. Ауторство – некомерцијално – без прераде 

4. Ауторство – некомерцијално – делити под истим условима 

5. Ауторство –  без прераде 

6. Ауторство –  делити под истим условима 

(Молимо да заокружите само једну од шест понуђених лиценци, кратак 

опис лиценци дат је на полеђини листа). 

 

  Потпис докторанда 

У Београду, _______23.11.2020.______________ 

  ____________________ 
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1. Ауторство - Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 

саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од 

стране аутора или даваоца лиценце, чак и у комерцијалне сврхе. Ово је 

најслободнија од свих лиценци. 

2. Ауторство – некомерцијално. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и 

јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од 

стране аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну 

употребу дела. 

3. Ауторство - некомерцијално – без прераде. Дозвољавате умножавање, 

дистрибуцију и јавно саопштавање дела, без промена, преобликовања или 

употребе дела у свом делу, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране 

аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу 

дела. У односу на све остале лиценце, овом лиценцом се ограничава највећи обим 

права коришћења дела.  

 4. Ауторство - некомерцијално – делити под истим условима. Дозвољавате 

умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе 

име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се 

прерада дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца не 

дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. 

5. Ауторство – без прераде. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и 

јавно саопштавање дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом 

делу, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца 

лиценце. Ова лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела. 

6. Ауторство - делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, 

дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на 

начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада 

дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца дозвољава 

комерцијалну употребу дела и прерада. Слична је софтверским лиценцама, 

односно лиценцама отвореног кода. 
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